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Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Potential eines optischen Biosensors für die DNA- (und 
auch Protein-) Analytik untersucht. Als Signalwandler kamen individuelle Edelmetall-
Nanopartikel zum Einsatz, deren besondere optische Eigenschaften durch die Anregung von 
lokalisierten Oberflächenplasmonen hervorgerufen werden. Je nach Form, Größe und Materi-
al besonders Edelmetall-Nanopartikel ausgeprägte Plasmonresonanzen im sichtbaren Wellen-
längenbereich. Auch die Interaktion von Biomolekülen nahe der Partikeloberfläche kann da-
bei die optischen Eigenschaften beeinflussen. Die durch biomolekulare Wechselwirkungen 
verursachte Brechungsindexänderung in der lokalen Partikelumgebung resultierte dabei in 
einer Verschiebung der Resonanzposition. Die Detektion der Resonanzänderung erfolgte 
durch Erfassen des Streulichts mittels kombinierter Dunkelfeldmikroskopie-
Mikrospektroskopie, wobei die Lage der Resonanzposition und die spektrale Linienbreite der 
Streuspektren als Messsignale ausgewertet wurden. Das Potential des hier verwendeten Ein-
zelpartikelsensors in Form von Goldkugeln (80 nm Durchmesser) wurde für den Nachweis 
von Hybridisierungsereignissen von einzelsträngiger DNA getestet. Neben unterschiedlichen 
Funktionalisierungsstrategien für die Steigerung der Hybridisierungseffizienz wurde das De-
tektionslimit (ca. 2100 DNA-Moleküle) für diese Methode bestimmt. Die Spezifität dieses 
Sensors wurde für ein in der chipbasierten DNA-Analytik relevantes DNA-Sandwich-System 
gezeigt und als bioanalytische Applikation für die Unterscheidung von Pflanzenschädlingsar-
ten untersucht, wobei zwei Arten des Pflanzenschädlings Phytophthora (P. ramorum und P. 
kernoviae) mit Hilfe von individuellen Goldnanopartikeln verlässlich nachgewiesen werden 
konnten. Auch die spezifische Detektion von Rinderserumalbumin (BSA) war durch Antikör-
per-funktionalisierte Nanopartikel mit Hilfe der Einzelpartikelsensorik möglich. Zwei Mög-
lichkeiten der Signalverstärkung wurden durch die Anbindung von Streptavidin-modifizierten 
Goldnanopartikeln und der Verwendung verschiedener Transducer untersucht. Einerseits 
konnte das zusätzliche Anbinden von Goldnanopartikel eine Verdopplung des Signals bewir-
ken, während andererseits eine starke Signalamplifikation durch die Verwendung von litho-
graphisch hergestellten Signalwandlern (Ring-, Scheiben- und Spaltringstrukturen) erreicht 
wurde. Die EBL-strukturierten Nanopartikel konnten durch ihre hohen Sensitivitäten und 
FOMs eine zusätzliche Steigerung der Sensorqualität bewirken, die im Vergleich zu anderen 
Sensorarten einen großen Vorteil bieten könnten. Abschließend wurde der Einzelpartikelsen-
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sorik mit der Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie) eine kommer-
ziell etablierte Methode gegenübergestellt, wobei besonders die Grenzen und die Spezifität 
beider Nachweismethoden für die DNA-Analytik im Mittelpunkt standen. Hier konnte deut-
lich die kleine Sensoroberfläche des Nanosensors überzeugen, wodurch besonders das Multi-
plexing (Parallelisierung) und die Miniaturisierung dieses optischen Biosensors einen großen 
Vorteil besonders für die chipbasierte DNA- und Protein-Analytik eröffnen. Die Vielzahl an 
unterschiedlichen einsetzbaren Partikelformen, -größen und -materialien ermöglicht dadurch 
ein großes Potential für die biosensorische Anwendungen. 
 
 





Der Nachweis von Schadstoffen im Trinkwasser, Viren im Blut oder die Produktreinheit von 
Medikamenten – für die Lösung all dieser Aufgaben werden Biosensoren eingesetzt und de-
ren Verwendung ist aus dem diagnostischen Sektor nicht mehr wegzudenken. Vor allem das 
Auftreten von Tierseuchen wie Rinderwahn (BSE-Krise 2000), Vogelgrippe (Ausbreitung des 
H5N1-Erregers 2005) und Maul- und Klauenseuche (MKS-Krise 2007) haben die Notwen-
digkeit einer einfachen, schnellen und auch günstigen Nachweismethode zur spezifischen 
Detektion von Krankheitserregern, mit großem Potenzial zur Miniaturisierung und Paralleli-
sierung für das Hochdurchsatz-Screening, verdeutlicht. Auch das Auftreten eines neuen, ag-
gressiven Stammes der Gattung enterohämorrhagisches Escherichia coli, kurz EHEC, der 
beim Menschen Darmerkrankungen auslöst, rücken schnelle und zuverlässige Nachweisme-
thoden zur Bestimmung von Krankheitserregern, sowie medizinisch, ökologisch oder tropho-
logisch relevanter Substanzen, in den Fokus der Öffentlichkeit. Um durch einen hohen Pro-
bendurchsatz in kürzester Zeit auf eine sichere Diagnose zu kommen, sind einfache automati-
sier- und parallelisierbare Methoden notwendig. Der Gebrauch von Biosensoren stellt bei der 
Lösung dieser Problematik eine mögliche Alternative dar. 
2.1.1. Definition Biosensor 
Unter einem Biosensor wird im Allgemeinen ein Messsystem verstanden, bei dem ein biolo-
gisches Erkennungselement (Rezeptor) räumlich eng an einen geeigneten Signalwandler, den 
sogenannten Transducer, gekoppelt ist. Findet zwischen den nachzuweisenden Analytmolekü-
len und den selektiven Erkennungselementen eine spezifische Wechselwirkung statt, wird ein 
physikochemisches Signal erzeugt, welches durch den Transducer in ein optisch bzw. 
elektrisch auswertbares Messsignal umgewandelt wird [IUPAC 1996]. Das Sensorprinzip ist 
in Abbildung 2.1 veranschaulicht. 




Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Wirkprinzips von Biosensoren. 
Das Erkennungselement muss dabei nicht zwingend biologischer Natur sein, da auch biomi-
metische oder synthetisch hergestellte Rezeptoren in der Biosensorik verwendet werden kön-
nen. Anwendung finden Biosensoren heutzutage insbesondere in der klinischen Diagnostik 
zur Bestimmung von Stoffwechselprodukten, Pharmazeutika und Krankheitsmarkern, sie 
werden aber auch als sogenannte „künstliche Nasen“ in der Lebensmittelanalytik zur Quali-
tätssicherung von Nahrungsmitteln eingesetzt. Neben Aussagen über den pH-Wert und dem 
Vorhandensein von Toxinen, erhält man auch Informationen zu Duft, Aroma und Frische der 
untersuchten Waren. Auch in anderen Gebieten wie der Umweltanalytik (Analyse von Trink-
wasser, Nachweis von Pestiziden und Schadstoffen), der Sicherheitstechnik sowie der Pro-
zesskontrolle gelangen Biosensoren zu immer größerer Bedeutung. Die Art des Transducers 
sowie die Wahl der biologischen Komponente erlaubt dabei eine Einteilung der Biosensoren. 
2.1.2. Biochemische Erkennungsprinzipien 
Die Klassifizierung von Biosensoren kann nach der Art der biologischen bzw. chemischen 
Wechselwirkung an der Sensoroberfläche erfolgen. Prinzipiell unterscheidet man enzymati-
sche Sensoren, Immunosensoren, rezeptorvermittelte Sensoren, Sensoren zur Sequenzanalyse 
von Nukleinsäuren und Sensoren zur Erkennung bestimmter Kohlenhydrate. Diese Einteilung 
erscheint sinnvoll, da sie die Schwerpunkte der gegenwärtigen Forschungsarbeiten umreißt. 
Daneben gibt es natürlich eine Vielzahl von Kombinationen der verschiedenen Sensorprinzi-
pien. Beispielsweise werden Methoden der Immunochemie mit denen der enzymatischen 
Analyse kombiniert, welche die Bestimmung von Antigenen, Antikörpern und Haptenen er-
möglichen. Die nachfolgende Tabelle 2.1 gibt eine Übersicht über die Wirkprinzipien von 
Biosensoren, die meistverwendeten Transducer und einige aktuelle Beispiele. 





• enzymatischer Cholesterol-Nachweis [Ahmadalinezhad 
2011] 
• Analyse Dopamin- und Tyrosinase-Aktivität [Freeman 
2007] 
• Harnstoffnachweis in verdorbener Milch [Mishra 2010] 
• Proteinase-Aktivitätsmessung an Gelatine-modifizierten 
Nanopartikeln [Chuang 2010] 
Antigen/Antikörper 
• Detektion von HIV-2-Antikörpern [Sheikh 2011] 
• Antikörpernachweis des karzinoembryonischen Anti-
gens (CEA) [Shi 2011] 
• Antigen-induzierte Mastzell-Aktivierung [Pizziconi 
1997] 
• Detektion des Erdnuss-Allergens [Pollet 2011] 
Rezeptoren/Pharma-
zeutische Wirkstoffe 
• Modulation der Katecholamin-Sekretion durch Neuro-
transmitter [Koh 1997] 
• Membransensor gegen Histon H1-Rezeptor-
Antagonsiten Fexofenadine [Abbas 2004] 
Nukleinsäure/Nuklein- 
säure 
• DNA-Nachweis über eine Endonuklease/Nanopartikel-
Verstärkung [Fei 2011] 
• DNA-Nachweis über Streptavidin-HRP-funktionalisierte 
Karbon-Nanoröhrchen [Gao 2011] 
• elektrochemische Detektion der DNA-Hybridisierung 
[Du 2010] 
• Detektion von transgener DNA über SPR-Imaging 
[Scarano 2011] 
Proteine/Kohlenhydrate 
• Nicht-enzymatische Glucose-Detektion [Xia 2011] 
• Verstärkung des Glucose-Nachweises über Ladungs-
transfer-Techniken [Lee 2008] 
Tabelle 2.1: Substanzen zur biologischen Erkennung und ausgewählte Anwendungsbeispiele mit bio-
logisch relevanten Systemen. 
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2.1.3. Prinzipien der Signalgenerierung 
Bei der Einteilung von Biosensoren unterscheidet man nach ihrem Interaktionsweg zwei 
Wirkprinzipien. Bei katalytischen Biosensoren fördern Enzyme, Mikroorganismen oder auch 
Organellen chemische Reaktionen, wodurch sich die Massebilanz an der Sensoroberfläche auf 
Grund von nachgelagerten Reaktionen verändert. Kommt es zu einer spezifischen Bindung 
des Analyten, bei der ausschließlich die direkte Kopplung an eine Grenzfläche untersucht 
wird, so spricht man von Affinitätsbiosensoren. Entsprechend den biochemischen Wirkungs-
mechanismen müssen die Signalwandler für ein bestimmtes biologisches System ausgewählt 
werden. Derzeit steht eine Vielzahl geeigneter Wandler zur Verfügung, die in nachfolgender 
Abbildung 2.2 zusammengefasst sind. 
 
Abbildung 2.2: Klassifizierung von Biosensoren nach Art des verwendeten Signalwandlers. 
2.1.3.1. Kalorimetrische Biosensoren 
Die Wärmemessung bei exothermen chemischen Reaktionen bildet die Grundlage dieses Sen-
sorprinzips. Hierbei wird die entstehende Reaktionswärme in einem gut isolierten Volumen 
durch einen Halbleiter-Thermistor detektiert. Ein Thermistor registriert die bei enzymatischen 
Reaktionen freigesetzte Wärmemenge, die sich umgekehrt proportional zur Konzentration des 
Substrats verhält [Ramanathan 2001]. Eine Anwendung hierfür ist die Glucosebestimmung im 
Blutserum durch das Enzym Glucose-Oxidase, wobei die gemessene Temperaturänderung für 
die jeweilige Konzentration an Glucose charakteristisch ist [Danielsson 1977]. 
2.1.3.2. Piezoelektrische Biosensoren 
Zur Verfolgung von Molekülanbindungen an Grenzflächen in Echtzeit stehen verschiedene 
akustische Methoden zur Verfügung, die die Ausbreitung akustischer Wellen in einem piezoe-
lektrischen Substrat oder entlang der Oberfläche eines piezoelektrischen Substrats messen. 
Als akustische Wellen werden, sich longitudinal zu einer Oberfläche ausbreitende, Schallwel-
Signalwandler 
Kalorimetrisch Piezoelektrisch Elektrochemisch Optisch 
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len bezeichnet, die durch Belegung mit Fremdschichten, durch Adsorption von Analyten an 
Substratgrenzflächen und durch verschiedene Eigenschaften des umgebenden Mediums be-
einflusst werden. Als sensorisches Signal erhält man entweder Verschiebungen der Resonanz-
frequenz (proportional zu Massebeladungen) oder Änderungen der Ausbreitungsgeschwin-
digkeit der akustischen Welle. Insbesondere für den Nachweis von immunologischen Interak-
tionen kommen Sensoren zum Einsatz, die auf den piezoelektrischen Eigenschaften von 
Schwingquarzen (Quarzkristall-Mikrowaagen, engl. QCM – Quartz crystal microbalance) 
[Zhang 2008] oder auf der Ausbreitung von akustischen Oberflächenwellen beruhen [Grone-
wold 2007]. 
2.1.3.3. Elektrochemische Biosensoren 
Der erste Biosensor überhaupt war ein elektrochemischer Sensor für Diabetiker, um die Glu-
cosekonzentration im Blut zu bestimmen [Clark 1962]. Auch heute noch stellen die elektro-
chemischen Methoden einen Schwerpunkt wissenschaftlicher Veröffentlichungen im Bereich 
Sensorik dar. Man unterscheidet hierbei zwischen potentiometrischen, amperometrischen und 
konduktometrischen Sensoren. 
Sensorart Prinzip Anwendung 
Potentiometrie 
Messung des Redoxpotentials zwi-





Detektion der Änderung des Oxidati-
onszustandes bei biochemischen Re-









Messung des Widerstandes zur Be-
stimmung der elektrolytischen Leitfä-
higkeit von Lösungen 
selektive Bestimmung von 
Schwermetallionen [Soldat-
kin 2011], Detektion spezifi-
scher Antikörper [Okafor 
2008] 
Tabelle 2.2: Gliederung der elektrochemischen Biosensoren nach ihrem Wirkprinzip. 
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2.1.3.4. Optische Biosensoren 
Die letzte große Gruppe unter den Biosensoren bilden optische Analyseverfahren. Die An-
wendung optischer Prinzipien für sensorische Zwecke, d.h. die Charakterisierung (bio-) che-
mischer Substanzen anhand der Absorption elektromagnetischer Strahlung benötigt einen 
geeigneten Transducer, der in direktem räumlichen Kontakt mit der zu untersuchenden Sub-
stanz stehen. Geeignete Signalwandler sind beispielsweise optische Fasern, die in verschiede-
nen Modifikationen als photometrische Sensoren eingesetzt werden können [Drapp 1992]. 
Angewendet werden präparierte Lichtwellenleiter, z.B. zum Nachweis von Penicillin [Fuh 
1988], Glucose [Trettnak 1989], Lactat [Wangsa 1988] und Immunosensoren [Cooper 1988]. 
Neben den faseroptischen Verfahren etablierte sich in den letzten Jahren vor allem die Me-
thode der Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie (engl. surface plasmon resonance 
spectroscopy, SPRS) als ein hochsensitives optisches Verfahren zur Untersuchung von Adhä-
sionsprozessen an fest/flüssig Grenzflächen. Erstmals 1983 beschrieben [Liedberg 1983], hat 
sich diese markierungsfreie Nachweismethode für biomolekulare Fragestellungen zur Echt-
zeitverfolgung von Bindeereignissen als besonders interessanter Ansatz herausgestellt. Bei 
dieser Methode nutzt man die Anregung von Oberflächenplasmonen (Definition siehe Ab-
schnitt 2.2.1.1.) an einer Grenzfläche zwischen einem Metall und einer dielektrischen Schicht, 
um über Brechungsindexänderungen, die durch Interaktion von (Bio-) Molekülen bedingt 
werden, eine Änderung der Resonanzbedingungen und damit des SPR-Signals zu erreichen. 
Die meisten SPR-Sensoren, einschließlich des zuerst beschriebenen SPR-Sensors [Nylander 
1982], koppeln Licht über ein Glasprisma zur Anregung der Oberflächenplasmonen ein, wäh-
rend andere Systeme die elektromagnetische Strahlung über ein Gitter [Dostalek 2005] oder 
einen Wellenleiter [Homola 1995, van Gent 1990] einkoppeln. Ein weiterer optischer Bio-
sensor, der die Anregung von Oberflächenplasmonen nutzt, sind Edelmetall-Nanopartikel, die 
sich ebenfalls als geeignete Signalwandler für die Biosensorik herausgestellt haben. Ähnlich 
zur Oberflächenplasmonresonanz bildet hier die Anregung sogenannter Partikelplasmonen 
(auch lokalisierte Oberflächenplasmonen) und deren Beeinflussung durch Brechungsindexän-
derungen der lokalen Partikelumgebung das Wirkprinzip dieses Sensors [Haes 2004a, McFar-
land 2003, Raschke 2003]. Besonders deren Potential für Multiplexing, durch Variation von 
Partikelgröße, -form und -material sowie die geringe Sensoroberfläche, verbunden mit einem 
kleinen Probenvolumen, machen diese markierungsfreie Sensorart zu einem vielversprechen-
den Forschungsziel und werden zusammen mit der SPRS im nachfolgenden Abschnitt detail-
lierter vorgestellt. In der vorliegenden Arbeit wird dabei besonders das sensorische Potential 
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von Edelmetall-Nanopartikeln für die DNA-Analytik demonstriert und dabei der kommerziel-
len Biosensorik auf planaren Goldsubstraten gegenübergestellt.  
2.2. Oberflächenplasmonresonanz 
2.2.1. Propagierende Oberflächenplasmonresonanz (SPR) 
Eine Methode zur Bestimmung der dielektrischen Eigenschaften dünner Filme und Messung 
von Schichtdicken stellt die Oberflächenresonanzspektroskopie dar. Oberflächenplasmonen 
wurden erstmals 1957 durch Ritchie [Ritchie 1957] beschrieben, obwohl sie sich bereits durch 
Theorien von Fresnel und Maxwell aus den Jahren 1821 und 1873 erklären ließen [Maxwell 
1873]. Die Anregung der Oberflächenplasmonen wurde erstmalig 1968 von Otto [Otto 1968] 
durch geschwächte Totalreflexion und durch Kretschmann und Raether [Kretschmann 1968] 
für Brechungsindexbestimmungen verwendet. Eine neue Klasse von Biosensoren wurde in 
den frühen 80er Jahren auf Grundlage des SPR-Prinzips entwickelt, die eine markierungsfreie 
Analyse von biomolekularen Interaktionen in Echtzeit erlauben (engl. biomolecular interac-
tion analysis, BIA) [Liedberg 1983]. Die theoretischen Grundlagen der Oberflächenplasmon-
resonanz (-spektroskopie), sowie deren Verwendung als optischer Biosensor, sind in den fol-
genden Abschnitten dargestellt. 
2.2.1.1. Theoretischen Grundlagen der Oberflächenplasmonresonanz 
Trifft parallel polarisiertes Licht unter den Bedingungen der totalen internen Reflexion (engl. 
total internal reflection, TIR) auf ein Prisma, so kann das Phänomen der Oberflächenplas-
monresonanz beobachtet werden (Abb. 2.3, links). Die totale interne Reflexion tritt dann auf, 
wenn der Lichtstrahl auf das Prisma unter einem Einstrahlwinkel Θ trifft, welcher größer als 
der kritische Winkel ΘC ist, wodurch das gesamte einfallende Licht reflektiert wird (Abb. 2.3, 
rechts). Das elektrische Feld der Photonen erstreckt sich dabei etwa eine ¼ Wellenlänge in 
das optisch dünnere Medium (Luft) hinein, obgleich bei der TIR keine Energie transmittiert 
wird. Dadurch fällt die Intensität des elektromagnetischen Feldes jenseits der Grenzfläche 
nicht sofort auf null ab. Gleichzeitig läuft eine harmonische Welle parallel zur Oberfläche 
entlang, während ein Teil auch in das Medium mit kleinerem Brechungsindex eindringt. Die 
Amplitude der Welle dieses sogenannten evaneszenten Feldes fällt dabei exponentiell ab. 




Abbildung 2.3: Links: Schematische Darstellung des Strahlengangs bei der TIR (Totale interne Refle-
xion) und des sich ausbildenden evaneszenten Feldes. Rechts: Reflektivität in Abhängigkeit vom Ein-
strahlwinkel. 
Bringt man nun einen dünnen Metallfilm (z. B. 50 nm dicker Goldfilm) auf die Unterseite des 
Prismas auf, so wirkt dieser als teildurchlässiger Spiegel und erhöht dadurch die Reflektivität 
unterhalb des kritischen Winkels. Oberhalb der Totalreflexionskante kann jedoch das freie 
Elektronengas des Metallfilms mit dem evaneszenten Feld wechselwirken (Abb. 2.4, links). 
Trifft der Lichtstrahl unter einem bestimmten Winkel Θ0 ein, kommt es zu einer resonanten 
Kopplung der Photonen mit den Elektronen, wodurch diese zu einer Plasmaschwingung ange-
regt werden. Diese kollektiven Schwingungen der Leitungsbandelektronen entlang der Ober-
fläche des Metalls werden als Oberflächenplasmonen (engl. surface plasmon, SP) und das 
dazugehörige Quasi-Teilchen als Oberflächenplasmonpolariton (engl. surface plasmon polari-
ton, SPP) bezeichnet. Ist die gesamte Energie der Photonen im Metall dissipiert, tritt in der 
Reflexionskurve unter dem Winkel Θ0 ein scharfes Minimum auf (Abb. 2.4, rechts). 




Abbildung 2.4: Links: Anregung von Oberflächenplasmonen in der auf der Prismenunterseite aufge-
brachten Metallschicht bei der TIR. Rechts: Reflektivität in Abhängigkeit vom Einstrahlwinkel bei 
zusätzlicher Anregung von Oberflächenplasmonen. 
Durch die Schwingung der Plas-
monen wird ebenfalls ein elektro-
magnetisches Feld erzeugt, wel-
ches mit dem evaneszenten Feld 
vergleichbar ist. Es erstreckt sich 
nach beiden Seiten der Metall-
Glas-Grenzfläche, während die 
Amplitude exponentiell mit dem 
Abstand zur Grenzfläche abfällt. 
Die Wellenlänge dieses evaneszen-
ten Feldes entspricht der zur Ober-
fläche parallelen Komponente des 
eingestrahlten Lichts. Man unterscheidet bei der Kopplung über ein Prisma zwischen der Ot-
to- und der Kretschmann-Anordnung. Bei erstgenannter wird zwischen dem Metallfilm und 
dem Prisma ein schmaler Luftspalt gelassen, während sich der Kretschmann-Aufbau (Abb. 
2.5) durch einen direkten Kontakt von Metall und Prisma auszeichnet. Allgemein wird bei der 
Verwendung der Kretschmann-Anordnung entweder Weißlicht parallel, oder monochromati-
sches Licht unter mehreren Winkeln, zur Bestimmung des Resonanzwinkels eingestrahlt. Ei-
ner der heute führenden Vertreter auf dem Gebiet der SPRS ist BIAcore, ein kommerziell 
erhältliches SPR-System zur biospezifischen Interaktionsanalyse, das 1990 aus einer Initiative 
Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Kretschmann-
Aufbaus zur Detektion von Oberflächenplasmonen. 
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der schwedische Firma Pharmacia heraus entstanden ist, neue Technologien auf dem Gebiet 
der Biosensorik zu entwickeln [Liedberg 1995]. 
2.2.1.2. Messprinzip der SPR-Spektroskopie 
Die Resonanzbedingung ergibt sich jeweils durch das Gleichsetzen des Impulses bzw. der 
Energie des Oberflächenplasmons mit der des angeregten Lichts: 
sin Θ  * �ε1(λ)= �
ε2,re (λ)* ε3 (λ)
ε2,re(λ)+ ε3 (λ)
 (1) 
Die Gleichung zur Bestimmung der Resonanzbedingung zeigt deutlich, dass Brechungsin-
dexänderungen der an den Metallfilm angrenzenden dielektrischen Schicht bei konstantem 
Einstrahlwinkel Θ zu einer Änderung der Resonanzwellenlänge λ führt. Die SPR-
Spektroskopie erlaubt nun eine Echtzeit-Verfolgung von Brechungsindexänderungen, die bei-
spielsweise durch biomolekulare Adsorptionsprozesse hervorgerufen werden. Praktische An-
wendungen der SPRS betreffen daher vor allem für die Untersuchung verschiedenster Wech-
selwirkungssysteme und der Bestimmung ihrer Affinitätsparameter. Dabei kann ein bestimm-
tes Biomolekül (Rezeptor), welches eine spezifische Interaktion mit einem geeigneten Binde-
partner eingehen kann, auf der Sensoroberfläche angebunden werden. Bindet nun ein Analyt, 
der in einem Fließkanal über die präparierte Oberfläche geleitet wird, unter geeigneten Reak-
tionsbedingungen (Wahl der Pufferlösung, Temperatur, pH-Wert) an den Sensorchip, so än-
dern sich die dielektrischen Eigenschaften der Sensorschicht, was in einer Verschiebung der 
Oberflächenplasmonresonanz resultiert. Die Resonanzänderung wird als Intensitätsänderung 
in Abhängigkeit vom Einfallswinkel des Lichtstrahls gemessen und kann in einem Sensor-
gramm, als Resonanzsignal über die Zeit, dargestellt werden (siehe Abbildung 2.6). 




Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Detektion biomolekularer Wechselwirkungen mit Hilfe 
der SPR-Spektroskopie. Das Signal (Winkeländerung) wird in ein Sensorgramm umgerechnet, das die 
Resonanzänderung über einen bestimmten Zeitraum abbildet. 
2.2.1.3. Anwendungsgebiete der Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie 
Die SPR-Spektroskopie ermöglicht neben der Detektion von Brechungsindexänderungen der 
an der Metallschicht angrenzenden Sensorschicht auch eine Echtzeitmessung von Schichtdi-
ckenänderungen. Daher betreffen die praktischen Anwendungen der SPRS in der biomedizi-
nischen Diagnostik vor allem die Bestimmung von Affinitätsparametern verschiedener biolo-
gischer Interaktionssysteme. Die in der Literatur viel beschriebene Modifizierung von Metall- 
(Gold-) Oberflächen erlaubt dabei eine Vielzahl an möglichen Erkennungselementen, die je 
nach biologischer oder chemischer Fragestellung ausgewählt und kovalent auf der Oberfläche 
des Signalwandlers gebunden werden können. Die wohl am häufigsten genutzten Erken-
nungselemente sind Antikörper, da sie kommerziell erhältlich sind und über ihre hohe Affini-
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tät und Spezifität gegen eine große Zahl an Analytmolekülen eingesetzt werden können [Fä-
gerstam 1990, Karlsson 1991, Mullett 2000]. Eine andere Gruppe von Erkennungselementen 
stellen Peptide dar, deren Vorteile, neben einer günstigen Herstellung, besonders in ihrer ein-
fachen Manipulierbarkeit und hohen Stabilität liegen. Sie werden hauptsächlich für die Detek-
tion von Antikörpern, wie den Antikörpern gegen Hepatitis G [Rojo 2003], gegen den 
Epstein-Barr-Virus [Vaisocherova 2007] und dem Herpes-Simplex-Virus [Wittekindt 2000], 
eingesetzt. Auch der Nachweis bestimmter Schwermetalle ist mit Peptiden möglich [Forzani 
2004]. Zuletzt haben sich auch Aptamere als vielversprechende Typen der biomolekularen 
Erkennungselemente hervorgetan [Wang 2007, Win 2006]. Aptamere (DNA- oder RNA-) 
sind einzelsträngige Oligonukleotidsequenzen, die eine Vielzahl von Molekülen wie Proteine, 
Nukleinsäuren, kleinere Moleküle, aber auch Zellen, Gewebe und Organismen erkennen kön-
nen [Jayasena 1999, Wang 2007]. 




Pathogene [Fratamico 1998] 
Toxine [Nedelkov 2000] 
Vitamine [Caelen 2003] 
Hormone [Gillis 2002] 
chem. Verunreinigungen [Kim 2006] 
Allergene [Mohammed 2001] 
Medizinische Diagnostik 
Tumormarker [Healy 2007] 
Allergiemarker [Vaisocherova 2007] 
Schlaganfallmarker [Wei 2003] 
Hormone [Ladd 2004] 
Umweltkontrolle 
Pestizide [Farré 2007] 
Phenole [Soh 2003] 
Schwermetalle [Ock 2001] 
Tabelle 2.3: Anwendungsgebiete und Beispiele für detektierte Analyten durch die SPR-Spektroskopie. 
2.2.1.4. Vor- und Nachteile konventioneller SPR-Spektroskopie 
Die Vorteile der SPR-Spektroskopie liegen im Vergleich zu anderen Methoden besonders in 
der markierungsfreien Echtzeitdetektion biomolekularer Wechselwirkungen bei einer hohen 
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Sensitivität. Gerade die recht aufwendige, chemische Markierung der zu untersuchenden Ana-
lyten ist hier nicht erforderlich. Die auf SPR-basierenden Bio- und Chemosensoren zeigen 
Sensitivitäten in einer Größenordnung von ca. 2*106 nm/RIU (RIU = refractive index unit), 
was einer Molekülmasse von 1*10-1 pg/mm2 auf der Oberfläche entspricht [Haes 2004b, Jung 
1998]. Besonders für die Bestimmung von Schichtdicken ist die relativ große Abschwä-
chungslänge von 200-300 nm vorteilhaft, da in einem weiten Bereich bis etwa 200 nm eine 
nahezu lineare Abhängigkeit zwischen der Dicke der adsorbierten Schicht und der Sensorant-
wort angenommen werden. Außerdem erlaubt die Echtzeitmessung eine genaue Ermittlung 
von Kinetik-Konstanten der untersuchten biochemischen Interaktion in einem Zeitbereich von 
10-1 bis 103 Sekunden. Ein weiterer Vorteil ist die Wahl zwischen verschiedenen Betriebsmo-
di für die Durchführung der Messung. So kann entweder die Änderung des Resonanzwinkels 
als auch die der Resonanzwellenlänge durch das SPR-Spektrometer detektiert werden [Jung 
1998]. Eine Miniaturisierung dieser Methode wird durch eine laterale Auflösung von lediglich 
10 µm (entspricht der Ausbreitungslänge der Oberflächenplasmonen) begünstigt [Haes 2003, 
Haes 2004a, Haes 2004b]. Eine als SPR-Imaging bekannte Erweiterung der konventionellen 
SPRS, die in einem Array-Format durchgeführt wird, stellt die Auswertung der biomolekula-
ren Wechselwirkung in Form eines farbigen Bildes dar [Steiner 2002]. Nicht zuletzt ist der 
große Umfang an kommerzieller Verfügbarkeit von SPR-Messsystemen ein weiterer positiver 
Aspekt dieser Technologie. 
Nachteile finden sich vor allem in den hohen Anschaffungskosten der SPR-
Spektrometer, die durchaus im fünfstelligen Euro-Bereich zu finden sind. Zudem sind viele 
Geräte besonders durch ihre Größe nicht für jedes Forschungslabor geschaffen. Die hohe Sen-
sitivität der SPR-Geräte erfordert außerdem ein Arbeiten bei definierter Temperatur, wodurch 
die SPR-Sensoren immer eine integrierte Vorrichtung zur Temperaturkontrolle benötigen 
[Haes 2003, Haes 2004a, Haes 2004b]. Weiterhin ist der große technische Aufwand für ein 
Hochdurchsatz-Verfahren beispielsweise für die Applikation zur Wirkstoffsuche als Nachteil 
dieser Methode anzurechnen [Steiner 2002]. 
Eine andere Art optischer Biosensoren wurde mit der Anregung lokalisierter Oberflä-
chenplasmonen in Edelmetall-Nanopartikeln im vorangegangenen Abschnitt bereits erwähnt. 
Durch ihre kleine Sensoroberfläche und die geringe Temperatursensibilität haben sie großes 
Potential, bei vergleichbaren Vorteilen mit der SPRS zu konkurrieren bzw. diese als bevor-
zugte Sensorart zu verdrängen. Im folgenden Abschnitt wird das Grundprinzip der LSPR-
Sensorik sowie deren Potential für die Biosensorik vorgestellt. 
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2.2.2. Lokalisierte Oberflächenplasmonresonanz (LSPR) 
Viele bekannte Forscher, wie beispielsweise der Physiker Faraday [Faraday 1857], haben sich 
intensiv mit der Untersuchung der optischen Eigenschaften kolloidaler Nanopartikel beschäf-
tigt. Auffälligstes Merkmal beispielsweise von Gold-Kolloiden ist deren rote Farbe, dem der 
typische, metallisch gelbe Glanz von massivem Gold gegenüber steht. Grund hierfür ist, dass 
Goldnanopartikel (im Gegensatz zu makroskopischem Gold) eine starke Absorptionsbande im 
sichtbaren Wellenlängenbereich aufweisen. Diese Bande tritt auf, wenn die Photonenfrequenz 
der eingestrahlten, elektromagnetischen Strahlung geeignet ist, um die Leitungsbandelektro-
nen der Nanopartikel in eine kollektive Schwingung zu versetzen. Das der kollektiven 
Schwingung zugeordnete Quasi-Teilchen wird als Partikel-Plasmon oder auch als lokalisiertes 
Oberflächenplasmon (engl. localized surface plasmon resonance, LSPR) bezeichnet. Die La-
ge (maximaler Peak des Spektrums im sichtbaren Wellenlängenbereich) dieser lokalisierten 
Oberflächenplasmonresonanz  hängt dabei von Faktoren wie Partikelgröße, -form, -material 
sowie der Materialzusammensetzung ab. Auch der Brechungsindex des den Nanopartikel um-
gebenden Mediums hat einen Einfluss auf die LSPR. Im folgenden Kapitel soll detaillierter 
auf die optischen Eigenschaften der Nanopartikel eingegangen werden. Die theoretischen Be-
trachtungen sind dabei hauptsächlich [Mie 1908], [Kreibig 1995], [Mulvaney 1996] und 
[Bohren 2007] entnommen, sofern keine zusätzliche Angaben gemacht werden. 
2.2.2.1. Partikelplasmonen (lokalisierte Oberflächenplasmonen) 
Anhand der schematischen Darstellung zur Wechselwirkung von elektromagnetischer Strah-
lung mit einem Goldnanopartikel in Abbildung 2.7 können viele der optischen Eigenschaften 
von Edelmetall-Nanopartikeln verstanden werden. Im sichtbaren Wellenlängenbereich liegt 
die Eindringtiefe einer elektromagnetischen Welle in der gleichen Größenordnung wie der 
Partikeldurchmesser. Dadurch kann die Welle das Partikel nahezu komplett durchdringen, 
wobei das elektrische Feld die freien Ladungsträger des Metalls relativ zu den positiven Io-
nenrümpfen kollektiv auslenkt. Durch die Coulomb-Anziehung zwischen entgegengesetzten 
Ladungen entsteht dabei eine Rückstellkraft in dem oszillierenden System, bei dem die Lei-
tungsbandelektronen mit der Frequenz des anregenden Lichts schwingen. Das dazugehörige 
Quasi-Teilchen wird auch als Partikel- oder lokalisiertes Oberflächenplasmon bezeichnet. 
Verbunden mit der Dipolschwingung ist wiederum ein elektromagnetisches Feld, das sich 
unter anderem als Streulicht beobachten lässt. Durch Strahlungszerfall wird ein Teil der anre-
genden Energie dissipiert, wobei die Intensität des Streulichts von der natürlichen Frequenz 
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des Oszillators abhängt. Somit zeigen viele Nanopartikel ausgeprägte Resonanzen sowohl im 
Streu- als auch im Absorptionsspektrum. Bei Gold- und Silbernanopartikeln liegen die Reso-
nanzen hauptsächlich im sichtbaren Wellenlängenbereich, weshalb sie interessante Objekte 
für Untersuchungen zu optischen Eigenschaften von Nanopartikeln darstellen, da die Anre-
gung der Partikelplasmonen mit einer einfachen Halogenlichtquelle realisiert werden kann. 
Die Lage des Resonanzspektrums hängt zum einen von intrinsischen Faktoren des 
verwendeten Nanopartikels ab. Besonders die Größe und Form des Partikels, aber auch das 
verwendete Material sowie die Zusammensetzung des Materials (Kern-Hülle-Partikel oder 
Alloy-Partikel aus mindestens zwei verschiedenen Materialien) haben einen großen Einfluss 
auf die exakte spektrale Resonanzlage. Zum anderen können extrinsische Faktoren wie umge-
bende Medium und auf der Partikeloberfläche gebundene Moleküle das Resonanzspektrum 
beeinflussen. Dass die Lage der Plasmonresonanz auch von der Polarisierbarkeit des partikel-
umgebenden Mediums abhängt, wird bereits anhand der in Abbildung 2.7 skizzierten Feldli-
nien verdeutlicht. 
 
Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Entstehung von lokalisierten Oberflächenplasmonen. 
Eine auf das Goldpartikel einfallende elektromagnetische Welle durchdringt das Nanoteilchen voll-
ständig und regt die Leitungsbandelektronen des Metalls zur kollektiven Oszillation an (nach [Hutter 
2004]). 
Nachfolgend werden die vorher beschriebenen optischen Eigenschaften von lokalisierten 
Oberflächenplasmonen genauer dargestellt und mit der Mie-Theorie eine Methodik vorgestellt 
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werden, mit deren Hilfe sich die Resonanzspektren von Nanopartikeln, sowie die Auswirkung 
extrinsischer Einflüsse, exakt berechnen lassen. 
2.2.2.2. Dielektrische Eigenschaften von Nanopartikeln 
Über die Funktion ε = ε‘ + iε‘‘ wird die Antwort eines Metalls auf ein externes elektrisches 
Feld beschrieben, wobei der Realteil ε‘ die Polarisation des Materials durch das elektrische 
Feld darstellt. Der Imaginärteil iε‘‘ dieser Funktion drückt die Absorption und Phase der 
Antwort bezüglich des externen Feldes aus, wozu alle intrinsischen Dämpfungsmechanismen, 
wie z. B. die Elektronenstreuung, einen Beitrag dazu leisten. Die dielektrische Funktion wird 
im Falle dessen, dass die Frequenz des elektrischen Feldes im optischen Bereich liegt, durch 
die elektrische Suszeptibilität ersetzt: 
ε(ω) = 1 + χD(ω) + χB(ω) (2) 
Der komplexe Beitrag der quasi-freien Leitungsbandelektronen wird durch χD wiedergegeben. 
während der komplexe Anteil der gebundenen Rumpfelektronen in energetisch tiefer liegen-
den Bänder des Metalls durch χB dargestellt ist. Im sichtbaren Wellenlängenbereich hängt der 
Realteil von χB(χB,Re) nur in geringem Maße von der Frequenz ab und wird daher als konstant 
angenommen. In der vorangegangenen Gleichung kann nun 1 + χB,Re = konstant = ε∞ ersetzt 
werden: 
ε(ω) = ε∞ + χD(ω) + i χB,Im(ω) (3) 
Mie-Theorie 
Zu Beginn des 20. Jahrhunderts beschäftigte sich Gustav Mie intensiv mit den optischen Ei-
genschaften kolloidaler Partikellösungen und veröffentlichte eine vielfach zitierte Arbeit zur 
Lichtstreuung von Edelmetall-Nanopartikeln [Mie 1908]. Die darin beschriebene Theorie 
nimmt Bezug auf Absorption und Streuung von Licht an einem einzelnen sphärischen Metall-
teilchen, mit der sich sowohl die Absorptions- und Streuquerschnitte als auch die Verteilung 
des elektromagnetischen Feldes in und um den Nanopartikel analytisch berechnen lassen. Für 
Nanopartikel mit einem Durchmesser, der in der Größenordnung der Wellenlänge des einge-
strahlten Lichts liegt, setzt sich die Extinktion bei einer vorgegebenen Wellenlänge aus der 
Absorption und Streuung zusammen. Damit gilt für den Extinktionsquerschnitt CExt die For-
mel: 
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CExt = CAbs + CStr (4) 
Die Extinktion eines einzelnen Metallteilchens kann über die Lösung der in sphärische Koor-
dinaten transformierten Maxwell-Gleichungen berechnet werden. Dabei wird das Metallkollo-
id als Koordinatenursprung angenommen und die Gleichung für eine monochromatische, aus 
dem Unendlichen auf das Partikel einfallende, ebene Welle gelöst. Als Parameter gehen dazu 
lediglich die dielektrischen Funktionen von Partikel und Umgebung sowie der Partikelradius 
in die Gleichung ein. Die elektromagnetischen Felder außerhalb und innerhalb des Partikels 
werden als sogenannten Multipole (Kugelflächenfunktionen) entwickelt. Es treten dabei vier 
Entwicklungskoeffizienten aL, bL, cL und dL (mit L als Multipol-Ordnung) auf, wobei der Ein-
fachheit halber nur die beiden Koeffizienten für das Feld außerhalb des Partikels, aL und bL, 










Das Verhältnis der dielektrischen Funktionen von Partikel und Umgebungsmedium ist durch 
m = nPartikel / nMedium gegeben, während der Größenparameter x = 2πR/λ das Verhältnis von 
Partikelradius R und der Wellenlänge λ beschreibt. ψL(z) und ξL(z) sind Ricatti-Bessel-
Funktionen sowie deren Ableitungen ψ‘L(z) und ξ‘L(z) [Bohren 2007]. Die sich daraus erge-
benden Gleichungen lassen sich numerisch lösen und erlauben dadurch eine exakte Bestim-
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Da die Dielektrizitätskonstante εm hier als wellenlängenunabhängig angenommen wird, wer-
den die optischen Eigenschaften eines Metallkolloids durch seine Größe R und der dielektri-
schen Eigenschaften des umgebenden Mediums ηm bestimmt. 
Um die im folgenden Abschnitt dargestellten Resonanzverschiebungen durch moleku-
lare Bindeereignisse auf metallischen Nanopartikeln theoretisch vorhersagen zu können, wur-
de auf eine Erweiterung der Mie-Theorie für Schalen-Partikel zurückgegriffen. Das Matlab-
Skript mit den Einzelheiten zur Berechnung ist in Anhang B/C dargestellt. Über den Bre-
chungsindex sowie der theoretischen Schichtdicke der auf der Partikeloberfläche gebundenen 
Biomoleküle lässt sich dadurch die zu erwartende Änderung des LSPR-Signals berechnen. 
2.2.2.3. Resonanzverschiebung durch molekulare Bindeereignisse 
Aus der Sensitivität der LSPR gegenüber Brechungsindexänderungen im Umgebungsmedium 
heraus entstand die Idee, Edelmetall-Nanopartikel (analog zur konventionellen SPRS) für die 
biosensorische Anwendung nutzbar zu machen. Dabei dient der Nanopartikel als optischer 
Signalwandler, der eine Änderung der dielektrischen Eigenschaften seiner Umgebung als 
messbare Verschiebung der Plasmonresonanz umsetzt. Durch die Anbindung von Biomolekü-
len wird lokal der Brechungsindex des Umgebungsmediums verändert, wodurch sich die Re-
sonanzposition zu höheren Wellenlängen verschiebt. Die resultierende Resonanzänderung ist 
das, in diesem Fall, biosensorisch interessante Signal. Der prinzipielle Ablauf einer solchen 
Anwendung wird nachfolgend erläutert und ist schematisch in Abbildung 2.8 dargestellt. 
Zunächst muss das Nanopartikel mit einem Molekül funktionalisiert werden, welches 
zum einen auf der Oberfläche des Nanoteilchens angebunden werden kann und zum anderen 
spezifisch Analytmoleküle erkennen und binden kann. Dadurch entsteht um den Nanopartikel 
eine Hülle aus spezifischen Erkennungselementen, deren Dicke von den verwendeten Mole-
külen abhängt. Der Brechungsindex in der unmittelbaren Umgebung um den Nanopartikel 
wird durch diese biologische Schicht verändert, wobei die Werte einer organischen Schicht 
typischerweise bei nBio = 1,50 liegen (siehe auch Kapitel 4.3.1). Dabei hat die Bedeckungs-
dichte einen nicht zu vernachlässigenden Einfluss auf den lokalen Brechungsindex – ist die 
Partikeloberfläche nur zur Hälfte mit Erkennungselementen bedeckt, so liegt der resultierende 
Brechungsindex der organischen Schicht nur noch bei n = 1,25 (mit n = (nBio + nMed)/2). Bei 
Zugabe eines geeigneten Analyten bindet dieser an die vorher funktionalisierten Nanopartikel, 
wodurch sich der Durchmesser der organischen Schicht abermals vergrößert. Der lokale Bre-
chungsindex um den Nanopartikel ändert sich erneut und resultiert auch hier in einer weiteren 
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Änderung der Resonanzposition. Die erfolgreiche Interaktion zwischen dem Analyten und der 
Erkennungsschicht lässt sich aus der Verschiebung der Plasmonresonanz ableiten. 
 
Abbildung 2.8: Funktionsprinzip eines Einzelpartikel-Biosensors. Bei der Funktionalisierung bildet 
sich um den Partikel eine Schicht mit Erkennungselementen (blau), die fest an die Partikeloberfläche 
gebunden sind. Die spezifische Anbindung von geeigneten Analytmolekülen an die funktionalisierten 
Nanoteilchen resultiert in einer Vergrößerung der biologischen Hülle (rot). Die aus dem letzten 
Schritt folgende Verschiebung der Plasmonresonanz ist der Ausgangspunkt für die biosensorische 
Applikation dieser Sensorart. 
Eine Messung nach diesem Sensorprinzip lässt sich auf verschiedene Arten bewerkstelligen. 
Einerseits kann die Plasmonresonanz durch herkömmliche Absorptionsspektroskopie einer 
wässrigen Lösung funktionalisierter Nanopartikel vor und nach der Anbindung von Analyt-
molekülen gemessen werden [Englebienne 1998, Englebienne 2001]. Alternativ dazu lässt 
sich auch die Extinktion einer Monolage von Partikeln ermitteln, die zuvor auf einem Glasob-
jektträger immobilisiert wurden [Haes 2002]. Beide Ansätze, die Ensemble-Messung in Lö-
sung als auch die Messung von Partikel-Monolagen, benötigen eine hohe Konzentration der 
Analytmoleküle, da die Sensorfläche aller gemessenen Partikel in das Signal eingeht. Eine 
drastische Reduktion an benötigten Analytmolekülen (und damit eine deutliche Sensitivitäts-
erhöhung) erhält man daher durch die Verwendung eines einzelnen Nanopartikels als Trans-
ducer. Eben dieser Ansatz soll in den weiteren Untersuchungen verfolgt werden. 
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In den nachfolgenden Abschnitten wird ein Überblick über den bisherigen Stand der 
Wissenschaft auf dem Gebiet der LSPR-Sensorik für Ensemble-Messungen als auch für die 
Einzelpartikelsensorik gegeben. Neben den potentiellen Anwendungen wird dabei auch auf 
die Sensitivität der jeweiligen Systeme eingegangen. 
2.2.2.4. LSPR-Sensorik an Partikel-Ensemblen 
LSPR Sensorik in Lösung 
Der Nachweis biomolekularer Interaktionen über LSPR-Messungen von Partikellösungen 
kann auf der Sensitivität der Resonanzposition auf einen durch Interaktionen veränderten Par-
tikelabstand basieren. Dabei treten über Dipol-Dipol-Kopplungen vermittelte elektromagneti-
sche Wechselwirkungen zwischen den Partikeln auf, wenn der Abstand zwischen ihnen ge-
ringer als der Partikeldurchmesser wird [Englebienne 2003, Haes 2003, Haes 2004a, Haes 
2004b, Liedberg 1993, Lukosz 1991, Lukosz 1997]. Über spektroskopische Methoden ist die 
resultierende Verbreiterung und Verschiebung der Plasmonresonanz zu höheren Wellenlän-
gen detektierbar. So finden sich in der Literatur vermehrt Anwendungen, um einen mit Nano-
partikeln markierten DNA-Einzelstrang über Hybridisierung mit dem ebenfalls markierten, 
komplementären DNA-Strang nachzuweisen [Elghanian 1997, Mirkin 1996, Rosi 2005, 
Storhoff 2000]. Detektionsgrenzen für den DNA-Nachweis im unteren fmol/l-Bereich liegen 
damit bereits zwei Größenordnungen unter der Detektionsgrenze mittels Fluoreszenzmarkie-
rung. Auch der spezifische Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen über eine Na-
nopartikel-Markierung in Lösung wurde bereits beschrieben [Niemeyer 2001, Rosi 2005]. Der 
Vorteil dieses Ansatzes liegt in der einfachen Detektion des Farbumschlages, der selbst für 
Volumen unter 1 ml mit dem bloßen Auge erkannt wird. 
Zur Untersuchung biomolekularer Wechselwirkungen kann aber auch die oben be-
schriebene lokale Brechungsindexänderung des partikelumgebenden Mediums herangezogen 
und die daraus folgende Resonanzverschiebung aufgrund von Bindeprozessen auf der Parti-
keloberfläche genutzt werden [Haes 2002]. Die spezifische Detektion von Antigenen aus dem 
Blutplasma konnte so bereits über mit Immunglobulinen funktionalisierte Kern-Hülle-Partikel 
(Silizium-Kern mit Gold-Hülle) demonstriert werden [Hirsch 2003]. Auch konnten Nanopar-
tikel genutzt werden, um eine induzierte Konformationsänderung der auf ihnen gebundenen 
Proteine zu untersuchen. Die Dichteänderung der Proteinschicht auf den Nanoteilchen be-
wirkte hier die Verschiebung der detektierten Plasmonresonanz [Englebienne 2003]. 
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Neuere Arbeiten auf diesem Gebiet beschäftigten sich mit der Untersuchung zur Erhö-
hung der Sensitivität von Nanopartikeln durch den Einsatz verschiedener Partikelgrößen, -
formen und -materialien. Hier zeigten besonders anisotrope Partikel [Beeram 2009, Joshi 
2012], Silberdreiecke [Yonzon 2005], sphärische Silberpartikel [Fan 2010] und sphärische 
Goldpartikel mit dünner Silberhülle (2-4 nm) eine hohe Verschiebung der Plasmonresonanz 
[Steinbrück 2011]. 
LSPR-Sensorik auf Trägersystemen 
Einen neuartigen Weg zur Erzeugung von LSPR-aktiven Sensorschichten bietet die Anbin-
dung von Edelmetall-Nanopartikeln auf festen Trägersystemen, die analog zur SPR-
Spektroskopie für den markierungsfreien Nachweis molekularer Bindeereignisse genutzt wer-
den können. Auch hier wird die Sensitivität der Resonanzposition gegenüber Brechungsin-
dexänderungen infolge der Anbindung von Molekülen auf der Oberfläche bedingt [Haes 
2002, Riboh 2003]. Der Vorteil dieser Methode, gegenüber dem zuvor beschriebenen Detek-
tionsprinzip, ist die genaue Positionierung der LSPR-Sensorschicht für einen trägerbasierten 
Ansatz, wodurch die Integration dieser Sensorart in Biochips realisiert werden kann. 
Eine Methode zur Herstellung von Nanopartikel-Arrays wurde durch die Einführung 
der sogenannten „Nanosphere Lithography“ (NSL) ermöglicht, wodurch sehr definierte Na-
nostrukturen hochgeordnet auf ein Substrat gebracht werden können [Haynes 2001]. Mit Hilfe 
von NSL-strukturierten Silberprismen konnten verschiedene biologische Fragestellungen, wie 
die Detektion von Biomarkern in synthetischen und klinischen Proben von Alzheimer-
Patienten [Haes 2005] oder auch der Interaktion von Concanavalin mit bestimmten Monosac-
chariden [Yonzon 2005], untersucht werden. 
Ein Verfahren zur simultanen Detektion an Goldnanopartikeln in Stäbchenform mit 
unterschiedlichem Aspekt-Verhältnis konnte über UV-Vis-Spektroskopie demonstriert wer-
den. Dabei wurde die Erhöhung der Sensitivität gegenüber biomolekularen Interaktionen auf 
der Oberfläche dieser Nanostäbchen gezeigt [Huang 2011]. Andere Partikelarten wie Kern-
Hülle-Partikel (Silizium-Kern, Goldhülle) wurden beispielsweise für die Untersuchung von 
biologischen Interaktionen verwendet [Endo 2005]. Auch konnte deren Verwendung für einen 
Antigen-Antikörper-Nachweis auf einem Chipsubstrat gezeigt werden [Endo 2006]. Ein ähn-
licher Ansatz kam bei der Untersuchung eines Aptamer-Antigen-Antikörper-Sandwich-
Komplexes zum Einsatz [Guo 2011]. 




Viele Beispiele von Messungen der Streuspektren einzelner Nanopartikel wurden bereits de-
tailliert in der Literatur beschrieben [Mock 2002, Sherry 2005, Sherry 2006, Sönnichsen 
2000, Sönnichsen 2002]. Die Plasmonresonanzen einzelner Nanostäbchen und Nanokugeln 
aus Gold wurden dabei von Sönnichsen untersucht. Durchlicht-Dunkelfeld-Spektroskopie 
wurde zur Messung der plasmonresonanten Linienbreiten dieser chemisch synthetisierten Na-
nopartikel herangezogen. Dabei wurde die Strahlungszerfall-Rate untersucht mit dem Ergeb-
nis, dass die Linienbreiten der vermessenen Nanopartikel sehr schmal sind (um die 37 nm) 
[Sönnichsen 2002]. 
Eine ebenfalls 2002 publizierte Arbeit beschäftigte sich daher erstmals mit der syste-
matischen Untersuchung von Größen- und Formeffekten individueller Nanopartikel auf die 
Lage und Intensität ihres Streuspektrums. Über eine korrelative Analyse mit Hilfe von Dun-
kelfeld-Mikroskopie, Streuspektroskopie und TEM wurden dabei die Beziehungen zwischen 
den geometrischen und den optischen Eigenschaften plasmonresonanter Silberpartikel be-
stimmt. Neben einer Rotverschiebung der Resonanzposition bei steigendem Partikeldurch-
messer konnte auch der Einfluss einer Wärmebehandlung auf die Partikelgeometrie mit ein-
hergehender Änderung der Resonanzlage demonstriert werden [Mock 2002]. Die gleiche 
Gruppe beschäftigte sich auch mit der Brechungsindex-abhängigen Änderung der Resonanz-
lage an derartigen Silberpartikeln. Hierfür wurde der lokale Brechungsindex des Partikel-
umgebenden Mediums durch Zugabe von Immersionsölen mit definiertem Brechungsindex 
verändert. Die nachfolgend ermittelten Streuspektren zeigten dabei eine lineare Abhängigkeit 
sowie eine hohe Sensitivität gegenüber den lokalen Brechungsindexänderungen. Erstmals 
wurde hier eine mögliche Verwendung dieser Nanostrukturen für die Biosensorik diskutiert 
[Mock 2003]. 
Erstmals wurde im Jahr 2003 über eine biosensorische Applikation an einem einzelnen 
Nanopartikel berichtet. Dabei wurde ein Goldnanopartikel mit biotinyliertem Rinderserumal-
bumin (engl. bovine serum albumin, BSA) funktionalisiert. Anschließend konnte über die 
Messung der Resonanzänderung des Goldnanopartikels die Anbindung von Streptavidin an 
das Biotin demonstriert werden [Raschke 2003]. Verschiedene biologische Fragestellungen 
wurden über die Biotin-Streptavidin-Bindung untersucht [Baciu 2008, Nusz 2008, Sönnichsen 
2005]. Untersuchungen zu Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen, als auch Studien über die 
reversible Anbindung von Antikörpern, wurden bereits beschrieben [Cao 2009, Mayer 2010]. 
Ein ebenfalls für die Bioanalytik interessanter Ansatz ist die Verwendung von DNA-
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Aptameren [Hernandez 2009]. Oxidationsprozesse, wie die der Ascorbinsäure, lassen sich 
ebenfalls über die Einzelpartikelspektroskopie auflösen [Novo 2008]. Auch der Nachweis von 
Tumormarkern konnte durch die Verwendung von individuellen Goldnanopartikeln als Bio-
sensor gezeigt werden [Hwang 2011]. 
Im Bereich der Einzelpartikelsensorik finden sich in der Literatur die unterschiedlichs-
ten Arten von Biosensoren. Neben den oben erwähnten Silberprismen finden sich auch andere 
Nanoteilchen wie Goldstäbchen [Baciu 2008], Silberwürfel [Sherry 2005], Goldbipyramiden 
[Mayer 2010], Goldkugeln [Sannomiya 2008], Gold-„Nanoshells“ [Nehl 2004] sowie stern-
förmige Goldpartikel [Nehl 2006] wieder. 
Die Verwendung von DNA in der Einzelpartikelsensorik wurde für deren Nutzung zur 
Abstandsbestimmung von zwei sphärischen Nanopartikel (aus Gold und /oder Silber) [Sön-
nichsen 2005] sowie als reines Spacermolekül zwischen einzelnen Nanopartikeln demonstriert 
[Sannomiya 2008]. Eine systematische Studie zur DNA-Analytik mit Hilfe der Einzelparti-
kelsensorik ist Gegenstand dieser Arbeit und bietet großes Potential für die Bioanalytik. Eine 
detaillierte Analyse zur Hybridisierung von DNA-Molekülen auf individuellen Nanopartikeln 
war bisher nicht Gegenstand der Forschung. Aufgrund der Vorteile der Nanopartikel hinsicht-
lich ihrer geringen Größe soll deren Potential für die DNA-Analytik in dieser Arbeit unter-
sucht werden. Dazu soll neben der Hybridisierung von Analyt-DNA auch die Funktionalisie-
rung der Nanopartikel mit Fänger-DNA überprüft werden, da hier die Effizienz der nachfol-
genden Hybridisierungsreaktion festgelegt wird. Eine DNA-Sandwich-System und ein spezi-
fischer DNA-Nachweis von Pflanzenpathogenen soll anschließend die Anwendbarkeit der 
vorgestellten Methode belegen. Eine Gegenüberstellung der Ergebnisse mit denen der SPR-
Spektroskopie soll zudem die Einzelpartikelsensorik mit einem kommerziell angewandten 
Biosensor-System vergleichen. 
  




Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das sensorische Potential von Edelmetall-
Nanopartikeln für die Bioanalytik gezeigt werden. Die Einzelpartikelspektroskopie soll dabei 
als optisches Messverfahren dienen, um die durch biomolekulare Wechselwirkungen beding-
ten Brechungsindexänderungen der lokalen Nanopartikel-Umgebung detektieren zu können. 
Die Grenzen der Einzelpartikelspektroskopie, besonders bei der Verwendung dieser Nano-
sensoren im Bereich der DNA-Analytik, sollen dabei detaillierter untersucht und das Potential 
dieser Methode auch für andere bioanalytische Fragestellungen demonstriert werden. Neben 
der Bestimmung der Detektionsgrenzen von Hybridisierungsereignissen auf individuellen 
Nanopartikeln soll auch eine Methode zur Signalverstärkung vorgestellt werden. Mit Hilfe 
von Kalkulationen zu Bindeereignissen nach der Mie-Theorie sollen über die ermittelten Er-
gebnisse Aussagen zur Anbindungseffizienz der Analytmoleküle und Bedeckungsdichte von 
Biomolekülen auf der Partikeloberfläche getroffen werden. Mit der Verwendung eines DNA-
Sandwich-Systems beabsichtigt dabei, das applikative Potential des Einzelpartikelsensors zu 
prüfen. Außerdem soll die Abhängigkeit des LSPR-Signals in Bezug auf die Masse der ange-
bundenen Biomoleküle und deren Abstand von der Sensoroberfläche untersucht und unterei-
nander verglichen werden. Ein konkretes Anwendungsbeispiel soll die Bestimmung des 
Pflanzenschädlings Phytophthora über die DNA-Analytik darstellen, wobei mit Hilfe von 
spezifischen Fänger-DNA-Sequenzen Phytophthora-Arten unterschieden und damit die hohe 
Spezifität der Messmethode gezeigt werden soll. Nach der Überprüfung des Potentials der 
Einzelpartikelsensorik für einen Nachweis einer Antigen-Antikörper-Interaktion, soll ein di-
rekter Vergleich von SPR und LSPR durchgeführt werden, bei dem die Darstellung der 
Nachweisgrenzen der Analyt-Detektion sowie der Vor- und Nachteile der jeweiligen Methode 
beabsichtigt werden. 
3. Kapitel   Materialien und Methoden 
 
27 
3. Materialien und Methoden 
3.1. Materialien 
3.1.1. Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien (siehe Anhang D) wurden von folgenden Firmen bezogen: Carl 
Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Invitrogen GmbH (Karlsruhe), Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH (Taufkirchen), VWR International GmbH (Merck, Dresden), biomers.net GmbH 
(Ulm), BBInternational (Cardiff, UK) und Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg). 
3.1.2. Puffer/Lösungen 
In den Experimenten kamen folgende Puffer bzw. Lösungen zum Einsatz: 
Puffer Zusammensetzung 
10 x PBS 80 g NaCl 
2 g KCl 
26,8 g Na2HPO4 – 7H2O 
2,4 g KH2PO4 
 in 800 ml H2O lösen 
 pH 7,4 mit HCl einstellen 
 auf 1000 ml mit H2O auffüllen 
20 x SSC 3 M NaCl 
300 mM Natriumzitrat 
20 % SDS 20 g Natriumdodecylsulfat (SDS) auf 100 ml H2O 
Tabelle 3.1: Auflistung der verwendeten Puffer/Lösungen sowie deren Zusammensetzung. 
3.1.3. Nanopartikel 
Für die Versuche wurden sowohl kommerziell erhältliche Gold- und Silbernanopartikel der 
Firma BBInternational als auch selbst-synthetisierte Nanopartikel verwendet. Bei letzteren 
wurden 15 nm große Zitrat-umhüllte Goldpartikel nach der Methode von Turkevich [Frens 
1973, Turkevich 1951] synthetisiert und anschließend als Keime für das Wachstum größerer 
Goldnanopartikel mit Durchmessern von 24-96 nm nach der Methode von Jana [Jana 2001] 
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verwendet. Die optische Charakterisierung sowie die Bestimmung der Größenverteilung die-
ser Partikel erfolgten mit den später beschriebenen mikroskopischen Methoden (AFM, REM, 
TEM, Dunkelfeldmikroskopie). Die Vorteile der käuflich erworbenen Nanopartikel lagen bei 
ihrer schmalen Größenverteilung (Variationskoeffizient < 8 %) und der Anzahl an sphäri-
schen Partikeln (> 95 %) in der Lösung. 
Die Silberprismen wurden nach dem von Aherne beschriebenen chemischen Verfah-
ren synthetisiert [Aherne 2008]. Die verwendeten Goldprismen wurden von einem Kooperati-
onspartner aus Portugal bezogen und nach dem Protokoll von Miranda hergestellt [Miranda 
2010]. 
Elektronenlithographisch hergestellte Nanostrukturen 
Neben der chemischen Synthese der oben erwähnten Nanopartikel (auch bottom up-Methode 
genannt) kamen auch Nanopartikel zur Anwendung, die mittels Elektronenstrahllithographie 
hergestellt wurden (zu den sogenannten top down-Methoden gehörend). Dabei wird ein mit 
Indiumzinnoxid (engl. indium tin oxide, ITO) bedecktes Glassubstrat, welches dadurch die für 
die Elektronenstrahlbelichtung benötigte elektrische Leitfähigkeit hat, mit Polymethylmethac-
rylat (PMMA) beschichtet. Anschließend werden mit Hilfe eines Elektronenstrahls die ge-
wünschten Nanostrukturen in das PMMA „geschrieben“. Nach der Entwicklung des Substra-
tes sind die späteren Nanostrukturen als Lücken im PMMA sichtbar. Im folgenden Schritt 
wird die Probe mit Gold bedampft, wodurch sich ein dünner Goldfilm auf dem PMMA als 
auch in den Zwischenräumen bildet. Abschließend wird der restliche Goldfilm durch Lösen 
des PMMA in Aceton „geliftet“, so dass lediglich die Goldstrukturen, die durch den Goldfilm 
in den Lücken des PMMA entstanden sind, zurückbleiben [Craighead 1984, Pease 1981]. Alle 
in den Versuchen erwähnten Scheiben-, Ring- und Spaltringstrukturen aus Gold wurden nach 
diesem Verfahren hergestellt. Die Bereitstellung der Goldscheiben erfolgte durch das Institut 
für Angewandte Physik (IAP) Jena. Die Höhen wurden mittels AFM (50-65 nm) und der 
Durchmesser mittels Elektronenmikroskopie (90-110 nm) gemessen. Der Durchmesser der 
Ringstrukturen lag bei 98 ± 2 nm und die Höhe bei 32 ± 2 nm, der Durchmesser der Spaltrin-
ge lag bei 78 ± 3 nm und die Höhe bei 32 ± 6 nm. Die breite des Spaltes betrug dabei 25 ± 4 
nm. Die Ring- und Spaltringstrukturen wurden an der Karl-Franzens-Universität in Graz (Ös-
terreich) hergestellt. 




Abbildung 3.1: Herstellung von Gold-Nanostrukturen durch Elektronenstrahllithographie und thermi-
scher Evaporation mit anschließendem Lift-off. Die mit ITO beschichteten Glassubstrate gewährleis-
ten die elektrische Leitfähigkeit, die für die Elektronenstrahlbelichtung erforderlich ist. 
Streptavidin-Goldnanopartikel 
Für die Versuche zur Signalverstärkung des LSPR-Signals wurden kommerziell erhältliche 
Streptavidin-Nanopartikel-Konjugate der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Der Durchmesser 
der Goldnanopartikel betrug hierbei 20 nm. Das verwendete Streptavidin wird von den bakte-
rien der Spezies Streptomyces avidinii produziert. 
3.1.4. Oligonukleotide 
Die verwendeten Einzelstrang-DNA-Moleküle wurden von der Firma biomers.net GmbH 
synthetisiert und mittels HPLC aufgereinigt. Sie wurden jeweils lyophilisiert geliefert und 
wurden in entsprechendem Volumen ddH2O gelöst, um Stammkonzentrationen von 100 -
500 µM herzustellen. Die Basenabfolge sowie die endständigen Modifizierungen der Oligo-
nukleotide sind in Tabelle 3.2 aufgeführt. 
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Name Länge Sequenz [5‘  3‘] Modifizierung 
A3 30 SH - (CH2)6 - (A)10 - TGC TTT TAT CGG GCG GAA TG 5‘-Thiol 
A3B 30 SH - (CH2)6 - (A)10 – TGC TTT TAT CGG GCG GAA TG - b 5‘-Thiol, 3‘-Biotin 
U3 20 TGC TTT TAT CGG GCG GAA TG - 
U3c 20 CAT TCC GCC CGA TAA AAG CA - 
Linker 46 
CCT CAC AAT ACC ACA GAG TCC ATT TCC ATT CCG - 
CCC GAT AAA AGC A 
- 
Linker2 72 
CCT CAC AAT ACC ACA GAG TCC ATT TCC CTC ACA -  
ATACCACAGAGTCCATTTCCATTCCGCCCGATAAAAGCA 
- 
Fill 20 GAC TCT GTG GTA TTG TGA GG - 
U3cB 30 b - (CH2)6 - (A)10 - CAT TCC GCC CGA TAA AAG CA 5‘-Biotin 
cKER 30 SH - (CH2)6 - CCT TTT TTT GTG TGC ACG CTT TCG GGC GTT 5‘-Thiol 
KER 30 AAC GCC CGA AAG CGT GCA CAC AAA AAA TTG - 
cRAM 30 SH - (CH2)6 - GAA ACT TGT GTT GGC GGC TTC GGC TGC TGG 5‘-Thiol 
RAM 30 CCA GCA GCC GAA GCC GCC AAC ACA AGT TTC - 
Tabelle 3.2: Auflistung der verwendeten Einzelstrang-DNA-Moleküle nach Name, Länge in Basenpaa-
ren, Sequenz und Modifizierung der 3‘- bzw. 5‘-Enden.  
3.1.5. Proteine/Peptide 
Der verwendete Antikörper (anti-BSA A23-A/D3; Art. sc-65701) wurde von der Firma Santa 
Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg) bezogen. Es handelt sich dabei um einen monoklona-
len Antikörper, welcher spezifisch an Rinderserumalbumin (bovine serum albumin; BSA) 
bindet. Das Protein BSA (66 kDa; ≥ 98%) wurde von der Firma Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH (Taufkirchen) bezogen (Produkt-Nr. 05477). 
3.1.6. Substrate 
Für die LSPR-Sensorik wurden Glassubstrate (8,3 x 8,3 x 0,5 mm) verwendet, welche für die 
Lokalisierung von immobilisierten Nanostrukturen mit einer metallischen Gitterstruktur (25 x 
25 Kästchen) versehen wurden. Zur photolithographischen Mikrostrukturierung wurde eine 
100 nm Nickel-Chrom-Schicht verwendet. Dadurch war ein späteres Wiederfinden der ange-
bundenen Nanopartikel möglich. Für die SPR-Spektroskopie wurden Glaschips der Firma 
XanTec bioanalytics GmbH (Münster) bezogen. Diese Substrate (12 x 12 x 0,3 mm) wurden 
speziell für das SPR-Spektrometer SR7000DC der Firma Reichert Inc. (Depew, NY, USA) 
hergestellt. Der Goldfilm (ca. 50 nm dick) wird dabei über eine 5 nm dünne Titan-Haftschicht 
auf das Glassubstrat aufgebracht.  




Die verwendeten Geräte sowie die Software zur Aufnahme und Auswertung der Daten sind in 
der folgenden Tabelle aufgelistet: 
Proben-
bearbeitung 
• Thermomixer Comfort (Eppendorf GmbH, Köln) 
• Hybridisierungsofen HB-1000 (UVP Inc., Upland, CA) 
• Ultraschallbad Bandelin Sonorex (Bandelin electronic GmbH & Co. 
KG, Berlin) 
• Vortex Genie 2 (Scientific Industries; NY, USA) 
• Plasma-Stripper 200-G (Technics Plasma GmbH, Racine, WI, USA) 
Charakte-
risierung 
• Rasterkraftmikroskop Nanoscope IIIa Controller mit Messkopf Di-
mension 3100 (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, USA) 
• Rasterelektronenmikroskop Jeol JSM 6700 F (Jeol Europe B.V., 
Zaventem, Belgien) 
• Dunkelfeldmikroskop AxioImager.Z1m (Carl Zeiss Jena GmbH, Je-
na) 
• Spektrophotometer SpectraPro 2300i (PI Acton,Trenton, NJ, USA) 
• SPR-Spektrometer SR2000DC (Reichert Technologies, Depew, NY, 
USA) 




• Steuerung, Datenaufnahme und Datenverwaltung vom Nanoscope 
IIIa : SPM 5.31 R1 (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, USA) 
• Mikroskop-Software: AxioVision 40 (Version 4.8.2.0) 
• Mikrospektrometer-Software: WinSpec/32 (Version 2.5.22.0) 
• Datenanalyse: Origin 8G (OriginLab Corporation) 
• SPRS-Software: SPRV4 (Version 4.0.17) 
• Software SPR-Pumpe: SR7500 pump (Version 1.0.0.11) 
• Datenanalyse SPRS: Scrubber 2 (Version 2.0b; Biologic Software) 
• Analyse Oligonukleotide: Vector NTI Suite 7.1 (Invitrogen) 
Tabelle 3.3: Auflistung der für die Experimente verwendeten Gerätschaften sowie die entsprechende 
Software zur Datenaufnahme bzw. deren Prozessierung. 




Die Präparation des Nanosensors für die LSPR-Spektroskopie sowie die Vorbehandlung der 
Substrate für die SPR-Spektroskopie ist im folgenden Abschnitt dargestellt. Zunächst wird auf 
die Funktionalisierung der jeweiligen Oberfläche eingegangen. Nach einer detaillierten Be-
schreibung der Analyt-Anbindung werden die verwendeten Charakterisierungsmethoden er-
läutert. 
3.2.1. Substratpräparation 
3.2.1.1. Reinigung der Chromgitter-Chips 
Die im Reinraum des IPHT hergestellten Chromgitter-Chips sind zunächst noch mit einem 
Schutzlack beschichtet, um die aufgedruckten Chromstrukturen zu schützen. Diese muss im 
ersten Schritt durch den Einsatz einer Remover Z100-Lösung entfernt werden. Nach 15-
minütiger Inkubation in diesem alkalischen Lackablöser werden Lackreste durch einen star-
ken Wasserstrahl entfernt. Anschließend wurden weitere Verunreinigungen der Oberfläche 
durch jeweils 10-minütige Waschschritte in Aceton, Rotisol, Ethanol und Wasser im Ultra-
schallbad beseitigt. Die, nach dem Ultraschallbad getrockneten, Substrate wurden im nächsten 
Schritt in einem Sauerstoff-Plasma-Stripper für 60 min. mit reaktivem Sauerstoff bestrahlt 
(390 W, 1 mbar), wodurch eine zusätzliche Reinigung bei gleichzeitiger Aktivierung der 
Chipoberfläche erfolgt. Die so vorbehandelten Chromgitter-Chips mussten zügig der oberflä-
chenchemischen Funktionalisierung zugeführt werden, weil die durch Plasma-Aktivierung 
erzeugten freien Bindungsstellen schnell wieder abgesättigt werden und somit unter Umstän-
den nicht zur Kopplung zur Verfügung stehen. 
3.2.1.2. Silanisierung der Chromgitter-Chips 
Um eine bestmögliche Anbindung der Nanopartikel an die Glassubstrate zu ermöglichen, 
wurden diese in einem weiteren Schritt nasschemisch mit einem Organosilan modifiziert 
[Fang 1998]. Bei dem verwendeten Silan handelte es sich um 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
(APTES), welches die Oberfläche mit einer Aminogruppe funktionalisiert. Hierzu wurde eine 
einprozentige APTES-Lösung zunächst für 5 min mit Essigsäure aktiviert und anschließend 
für 10 min auf der Chipoberfläche inkubiert [Schneider 2011]. Nachfolgend konnte mit der 
Immobilisierung ausgewählter Nanopartikel begonnen werden. 




Abbildung 3.2: Reaktionsschema zur Modifizierung der Substratoberfläche mit APTES  
3.2.1.3. Immobilisierung der Nanopartikel 
Ausschlaggebend für die Anbindung der Nanopartikel an die silanisierte Glasoberfläche ist 
dabei die kovalente Wechselwirkung zwischen den Aminogruppen des Silans und der Metall-
oberfläche der Nanopartikel [Grabar 1996]. In den Experimenten wurde die Partikellösung für 
1 h bei vorsichtigem Schütteln auf der Chipoberfläche inkubiert. Die Bedeckungsdichten von 
unter 1 NP/µm2 konnten dabei über die Konzentration der Nanopartikel (1,2*108 NP/ml) ein-
gestellt werden. Nach dem Waschen und Trocken der Substrate wurden die immobilisierten 
Nanopartikel mittels Dunkelfeldmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie, Rasterelektronenmik-
roskopie sowie Mikrospektroskopie charakterisiert. Anschließend konnte die Partikeloberflä-
che mit Fänger-Molekülen für die LSPR-Sensorik modifiziert werden. 
3.2.1.4. Vorbehandlung der SPR-Chips 
Analog zu den Chromgitter-Substraten wurden die SPR-Chips in Aceton, Rotisol, Ethanol 
und Wasser gereinigt, wobei auf die Verwendung des Ultraschallbades verzichtet wurde, um 
die Goldschicht nicht anzugreifen bzw. diese abzulösen. Da die SPR-Chips ohne spezielle 
Schutzschicht geliefert wurden, konnte auf den Entlackungsschritt (siehe Abschnitt 3.2.1.1.) 
verzichtet werden. Nach 15-minütiger Sauerstoff-Plasma-Aktivierung (100 W, 1 mbar) wurde 
die Oberfläche für die biosensorische Anwendung funktionalisiert. 
3.2.2. Funktionalisierung von Goldoberflächen 
Um die vorbehandelten Oberflächen (planare Goldschicht oder Goldnanopartikel) mit einer 
Affinitätsschicht für biosensorische Anwendungen zu versehen, wurde auf die Verwendung 
von Thiol-Gruppen zurückgegriffen, welche sich durch eine starke Chemisorption zu Edelme-
tall- (insbesondere zu Gold-) Oberflächen auszeichnen. Diese metallkomplexierende Eigen-
schaft führt dazu, dass sich mit Thiolen modifizierten Moleküle spontan, mittels der Thiol-
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Gruppen, anlagern und mit steigender Konzentration zu hochgeordneten Schichten (engl. self-
assembled monolayer, SAM) anlagern, sobald sie auf ein Goldsubstrat gegeben werden [Ge-
orgiadis 2000, Herne 1997, Levicky 1998, Peterlinz 1997, Ulman 1991, Whitesides 1990]. 
Nachfolgend wird die Funktionalisierung von Metalloberflächen mit Antikörpern unter Ver-
wendung einer gemischten SAM und mit einzelsträngiger DNA erläutert. Die Inkubation der 
Glassubstrate (sowohl Fänger-Immobilisierung als auch die Analyt-Anbindung) erfolgte im-
mer in einer kleinen Petrischale mit einem Probenvolumen von 2 ml, wodurch das Substrat 
vollständig mit der Lösung bedeckt war. 
3.2.2.1. Selbstorganisierende Monolagen 
Anbindung einzelsträngiger DNA 
Um die Goldoberflächen mit einzelsträngiger DNA zu funktionalisieren, wurden synthetisch 
hergestellte Oligonukleotide der Firma biomers.net GmbH (Ulm) verwendet, welche an ihrem 
5‘-Ende mit einer Thiol-Gruppe versehen waren. Die Inkubation der Substrate erfolgte an-
schließend in einem Gemisch aus 1 M KH2PO4 [Herne 1997] und der zu immobilisierenden 
Fänger-DNA ([c] = 1 µmol/l) bei Raumtemperatur für zwei Stunden auf dem Schüttler. Da-
nach wurden die Substrate mit Wasser gespült und unter Stickstoff getrocknet. 
6-Mercaptohexanol 
Um eine bessere Zugänglichkeit der Analyt-DNA zu den immobilisierten Oligonukleotiden 
zu gewährleisten und unspezifische Wechselwirkungen der Fänger-DNA mit der Goldober-
fläche zu vermeiden, wurde nachträglich 6-Mercaptohexanol (MCH) für eine Stunde auf den 
Substraten inkubiert. Als Folge bildete sich eine sogenannte gemischte selbstorganisierende 
Monolage (Mixed-SAM) aus MCH und DNA aus, wobei die Thiol-Gruppen von MCH mit 
denen der Oligonukleotide um Bindestellen auf dem Gold konkurrierten und ein Teil der zu-
vor gebundenen DNA verdrängten. Zugleich verhindern die Hydroxylgruppen das unspezifi-
sche Anlagern der DNA an die Goldoberfläche. 




Abbildung 3.3: Steigerung der Hybridisierungseffizienz durch Koadsorption von MCH auf den Gold-
substraten nach Levicky et al. (1998). 
11-Mercaptoundekansäure 
Zur Funktionalisierung von Goldoberflächen mit Antikörpern bzw. Proteinen bietet sich die 
Verwendung von 11-Mercaptoundekansäure (11-mercaptoundecanoic acid; MUA) an, da 
dieses Molekül zum einen mit seiner Thiol-Gruppe an die Goldoberfläche und zum anderen 
mit seiner Carboxylgruppe Proteine kovalent mittels Peptidbindung binden kann. Die Gold-
substrate wurden hierfür über Nacht mit 5 mmol/l MUA (in Ethanol verdünnt) bei Raumtem-
peratur inkubiert, anschließend mit Ethanol und Wasser gewaschen und unter Stickstoff ge-
trocknet. Die hier ausgebildete SAM konnte nun entsprechend mit Fänger-Molekülen modifi-
ziert werden (Abb. 3.4-1). 
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3.2.2.2. Anbindung von Antikörpern 
Für die kovalente Immobilisierung der Antikörper an die 11-Mercaptoundekansäure musste 
zunächst die Carboxylgruppe von MUA aktiviert werden. Hierfür erfolgte eine Inkubation mit 
400 mmol/l 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid (EDC) und 100 mmol/l N-
Hydroxysuccinimid (NHS). Dieser EDC/NHS-Komplex bildete auf der Oberfläche aktive 
Ester (Abb. 3.4-2), welche mit der Aminogruppe des anzubindenden Antikörpers reagierten 
und eine stabile Peptidbindung ausbildeten (Abb. 3.4-3). Die anschließend noch freien reakti-
ven Carboxylgruppen wurden durch die Zugabe von 1 mol/l Ethanolamin (20 min bei RT) 
geblockt (Abb. 3.4-4). Das Reaktionsprinzip ist in Abbildung 3.4 dargestellt. 
 
Abbildung 3.4: Aktivierung der Carboxylgruppen über reaktive NHS-Ester zur kovalenten Anbindung 
von Antikörpern an MUA. 
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3.2.3. Anbindung der Analytmoleküle 
3.2.3.1. DNA-Hybridisierung 
Die verwendete Hybridisierungstemperatur wurde anhand der Schmelztemperatur (Tm) der zu 
hybridisierenden Sequenzabschnitte bestimmt. Als Ausgangspunkt diente die vom Hersteller 
der Oligonukleotide kalkulierte Tm für Hybridisierungen in Lösung. Diese Schmelztemperatur 
ist in erster Linie von der Länge der Basensequenz sowie dem Gehalt an Guanin und Cytosin 
abhängig. Da sich negativ geladene DNA-Stränge abstoßen, begünstigen monovalente Katio-
nen durch ihre Ladungsabschirmung die DNA-Duplexbildung. Folglich müssen neben der 
Länge und Basenzusammensetzung des Doppelstranges auch die im Hybridisierungspuffer 
vorliegenden Salzkonzentrationen berücksichtigt werden. Die Einbeziehung dieser und der 
verwendeten DNA-Konzentrationen erfolgte mit dem Programm Vector NTI Suite 7.1 (Invit-
rogen GmbH, Karlsruhe), welches darüber hinaus zusätzlich thermodynamische Aspekte be-
rücksichtigte. Nach Fotin wird die Duplexbildung bei einer Festphasen-basierten Hybridisie-
rung energetisch begünstigt, weshalb eine weitere Anpassung der Hybridisierungstemperatur 
nach der empirischen Formel (siehe Formel 9) von Fotin erfolgte [Fotin 1998]. Durch Test-
versuche mit davon abweichenden Temperaturen wurde die Hybridisierungstemperatur hin-
sichtlich ihrer Spezifität und Selektivität für die spezielle Anwendung optimiert. 
TChip [°C] = 1,2 x Tm [°C] – 27,8 °C    (9) 
Die Analyt-DNA wurde in dem Hybridisierungspuffer 5 x SSC (pH 7,0) aufgenommen und 
auf die Chipoberfläche gegeben. Die Inkubation erfolgte dann für 2 h in einem Hybridisie-
rungsofen bei optimierter Hybridisierungstemperatur. Anschließend wurden ungebundene 
bzw. unspezifisch gebundene DNA-Moleküle in einem stringenten Waschprozess entfernt. 
Hierfür wurden die Substrate jeweils für 5 min in 2 x SSC, 0,2 x SSC und H2O gewaschen 
und danach mit Stickstoff getrocknet. 
3.2.3.2. Anbindung von Proteinen (Antigenen) 
Die Anbindung der nachzuweisenden Proteine bzw. Antigene erfolgte in 1 x PBS für 2 h bei 
Raumtemperatur, wobei eine Konzentration von 1,5 µmol/l verwendet wurde. Anschließend 
wurden unspezifisch bzw. nicht gebundene Moleküle mit Wasser abgewaschen und mit Stick-
stoff getrocknet. 





Die Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy; AFM, [Binnig 1986]) wurde zur Auf-
lösung der Oberflächentextur oben genannter Substrate bzw. zur Charakterisierung darauf 
gebundener Nanostrukturen verwendet. Hierbei kam ein NanoScope IIIa mit einem Dimensi-
on 3100-Messkopf der Firma Digital Instruments (Santa Barbara, CA, USA) sowie BudgetS-
ensorsTM BS-Tap300-G-Spitzen (Innovative Solutions Bulgaria Ltd., Sofia, Bulgarien) aus 




Abbildung 3.5: Laboraufnahme des verwendeten Rasterkraft-Mikroskops NanoScope IIIa (A) mit dem 
Dimension 3100-Messkopf (B). 
Die Messungen der Proben erfolgten im sogenannten „tapping-Modus“ an Luft mit einer ge-
wählten Abtastfrequenz von 0,1 bis 0,5 Hz. Die Aufnahmen erfolgten mit einer Auflösung 
von 512 x 512 Pixeln, wobei sich die dabei gewählten Dimensionen maßgeblich nach dem 
jeweiligen Untersuchungsobjekt richteten. Über den Sollwert-Parameter der Amplitude im 
Setpoint konnte die Einstellung der durch die AFM-Spitze ausgeübten Kraft reguliert werden. 
Die Proben wurden im Topographiemodus gescannt und die erhaltenen Daten anschließend 
mit der Software NanoScope SPM 5.31R1 (Digital Instruments, Santa Barbara, CA; USA) 
ausgewertet. 




Die auf den Chromgitter-Chips immobilisierten Nanopartikel wurden begleitend mit dem 
Rasterelektronenmikroskop (REM) charakterisiert (Jeol JSM 6700F, Jeol Europe B.V., 
Zaventem, Belgien). Entgegen dem üblichen Verfahren wurden die Proben nicht mit Gold 
besputtert, da sich die metallischen Nanopartikel durch ihre unregelmäßige Anordnung auf 
der Oberfläche ausreichend kontrastreich darstellen lassen. 
3.2.4.3. Dunkelfeldmikroskopie 
Eine Methode zur Visualisierung von Nanopartikeln ist die Dunkelfeldmikroskopie. Hierbei 
handelt es sich um ein Mikroskopieverfahren, der die räumliche Diskriminierung von Anre-
gungslicht und Streulicht zugrunde liegt. Die Dunkelfeldmikroskopie lässt sich als Auflicht- 
oder Durchlicht-Modus durchführen, wobei hier besonders der letzte Fall aufgrund seines 




Abbildung 3.6: Vergleichende Aufnahmen von auf Glas immobilisierten Goldnanopartikeln (80 nm 
Durchmesser). Die Dunkelfeld-Anregung erfolgte dabei (A) im Auflicht und (B) im Durchlicht. 
Das Prinzip der Durchlicht-Dunkelfeldmikroskopie wird in Abbildung 3.7-A verdeutlicht. Als 
Anregungsquelle dient hier typischerweise eine 100 W Halogenlichtquelle, deren Licht in 
einen Dunkelfeldkondensor eingekoppelt wird. Über eine Optik, bestehend aus Hohlspiegel, 
Kugelspiegel und Dunkelfeldkondensor, wird das Licht auf die Probe fokussiert, wobei ein 
hohler Lichtkegel mit einer numerischen Apertur (NA) zwischen 1,2 und 1,4 erzeugt wird. 
Das verwendete Objektiv muss daher eine kleinere NA aufweisen, um das Aufsammeln von 
3. Kapitel   Materialien und Methoden 
 
40 
Anregungslicht zu verhindern. Dazu wurde auf ein 100x-Objektiv mit einer NA von 0,9 zu-
rückgegriffen. 
Befindet sich kein Objekt im Lichtfokus, wird vom Betrachter lediglich ein schwarzes 
Bild wahrgenommen, was gleichbedeutend mit einer nahezu hintergrundfreien Detektion ist. 
Bringt man nun streuende Objekte, wie beispielsweise metallische Nanopartikel, an die glei-
che Stelle, sind diese dagegen kontrastreich vor dem dunklen Hintergrund sichtbar. Verdeut-
licht wird das in Abbildung 3.7-B, die eine Probe mit metallischen Nanopartikeln unterschied-
licher Größe und Form zeigt. Da selbst kleinste Schmutzpartikel als starke Streuobjekte wir-
ken können, wird eine hohe Anforderung an die Sauberkeit der Probe gestellt. 
  
(A) (B) 
Abbildung 3.7: (A) Schematischer Aufbau einer Durchlicht-Dunkelfeld-Anordnung mit einem Dunkel-
feldkondensor und Immersionsöl-Aufsatz. Es wird nur das vom Präparat gestreute Licht vom Objektiv 
für den Betrachter sichtbar und gewährt somit einen hohen Kontrast des Objektes. (B) Echtfarbenfo-
tografie einer Probe mit metallischen Nanopartikeln. Jeder Lichtpunkt stammt dabei entweder von 
einzelnen oder sehr eng zusammenliegenden Nanoteilchen. Die unterschiedlichen Farben sind auf 
verschiedene Partikelgrößen, Partikelformen und Materialien (Gold und/oder Silber) zurückzuführen. 
3.2.5. Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie 
Die Detektion von molekularen Bindeereignissen auf planaren Goldsubtraten wurde mit Hilfe 
des SPR-Spektrometers SR7000DC der Firma Reichert durchgeführt. Die Anregung der 
Oberflächenplasmonen wird dabei durch eine LED-Lichtquelle realisiert, die Licht mit einer 
Wellenlänge von 780 nm emittiert, wobei die optische Einkopplung über ein Saphir-Prisma 
(Brechungsindex nPrisma = 1,767) nach der in Abschnitt 2.2.1.1. beschriebenen Kretzschmann-
Anordnung erfolgt. Den Kontakt zwischen Prisma und Sensorchip wird durch Immersionsöl 
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(Brechungsindex nÖl = 1,4) hergestellt, um 
die korrekte Lichteinkopplung zu gewährleis-
ten. Die Goldoberfläche befindet sich im 
Messaufbau auf der Oberseite des Chips und 
wird durch einen Deckel mit zwei Kanälen 
abgedeckt. Ein Kanal dient dabei als Proben-
kanal, der andere fungiert als Referenz für die 
Messung. Der Laufpuffer wird über ein Pum-
pensystem (SR7500) über beide Kanäle ge-
pumpt. Zwischen Pumpe und Probenkammer 
befindet ein Einspritzsystem mit einem Pro-
benschlauch, über den die Zufuhr der Analyt-
lösung auf das Goldsubstrat gesteuert wird. 
Die Ansteuerung der Pumpe als auch des 
SPR-Spektrometers wird durch zwei Pro-
gramme realisiert, wobei die Pumpen-
Software lediglich die Geschwindigkeit des 
Laufpuffer-Stroms regelt, während die Spekt-
rometer-Software das von einem Photodio-
den-Array detektierte Signal in ein Sensor-
gramm umrechnet. Die Ordinate gibt dabei 
die gemessene Winkelverschiebung des In-
tensitätsminimums im reflektierten Lichtstrahl mit der Einheit µRIU an, was gleichbedeutend 
mit einer Winkeländerung von 7,3 * 10-5 Grad ist. Auf der Abszissenachse ist der zeitliche 
Verlauf der Messung dargestellt. 
Die ermittelten Sensorgramme wurde mit der Hilfe der „Scrubber 2“-Software, die 
speziell für die Simulation und Analyse von SPRS-Daten entwickelt wurde, ausgewertet. Ein-
zelne Messkurven können dabei auf die Basisline normiert werden. Das Referenz- und Puffer-
signal kann subtrahiert werden und aus den angepassten Kurven lassen sich Assoziations- 
bzw. Dissoziationsraten bestimmen, wodurch Aussagen über die Kinetik der untersuchten 
Bindeereignisse getroffen werden können. Messungenauigkeiten wurden durch Mehrfachme-
sungen und anschließender Mittelung der Daten ausgeglichen. 
Abbildung 3.8: Aufbau SPR-Messplatz. Abge-
bildet ist der Laufpuffer (1), das Pumpensystem 
SR7500 (2), das Injektionsventil mit Proben-
schlauch (3) und das SPR-Spektrometer 
SR2000DC mit der Zweikanal-Kammer (4). 




3.2.6.1. Hintergrund und Prinzip 
Die Mikrospektroskopie (im vorliegenden Fall auch Einzelpartikelspektroskopie genannt) ist 
eine mikroskopische Variation der konventionellen optischen Spektroskopie, welche die In-
teraktion von elektromagnetischer Strahlung mit Substanzen studiert, um Informationen über 
energetische Resonanzen und Übergänge zu erhalten. Plasmonresonanzen in Edelmetall-
Nanopartikeln werden spektral mit breitbandiger optischer Extinktionsspektroskopie charakte-
risiert, solange die Resonanzen im sichtbaren bzw. nahen Infrarot-Bereich liegen. Das Extink-
tionsspektrum repräsentiert für plasmonische Nanopartikel die Summe aus gestreutem und 
absorbiertem Licht, da beides von dem einfallenden Lichtstrahl abgezogen wird.  
 
Abbildung 3.9: (A) Ensemble-Spektroskopie: Licht fällt auf eine Ansammlung von Nanopartikeln, die 
sich in Lösung oder auf einem Substrat befinden. Man erhält Extinktions- oder Absorptionsspektren 
für Partikelkollektive, die über alle Formen, Größen und Ausrichtungen der Partikel gemittelt sind. 
(B) Einzelpartikelspektroskopie: Licht wird unter hoher numerischer Apertur auf einzelne Partikel, die 
auf einem Substrat immobilisiert sind, gestrahlt. Das gestreute Licht wird als Streuspektrum individu-
eller Nanopartikel detektiert. 
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3.2.6.2. Aufbau Mikrospektroskopie 
In Abschnitt 3.2.6. wurde mit der Dunkelfeldmikroskopie eine Methode vorgestellt, mit der 
metallische Nanopartikel effizient angeregt werden können. Der komplette Detektionszweig 
des verwendeten Versuchsaufbaus ist schematisch in Abbildung 3.10 dargestellt. Dieser be-
steht aus einem aufrechten Mikroskop (Zeiss AxioImager.Z1m), das einen unkomplizierten 
Objektivwechsel durch einen automatischen Objektivrevolver und eine präzise Positionierung 
der Probe in der x-y-Ebene erlaubt. 
 
Abbildung 3.10: Schematischer Messaufbau für die Mikrospektroskopie. Eine optische Faser bildet 
dabei die Verbindung zwischen Dunkelfeldmikroskop und Gitterspektrometer zur spektralen Auswer-
tung des gestreuten Lichts individueller Nanopartikel. 
Die Lichteinstrahlung erfolgt durch einen Dunkelfeldkondensor mit einer numerischen 
Apertur von NA = 1,2 – 1,4. Das Glassubstrat wird dabei unter Verwendung eines kleinen 
Tropfens Immersionsöl auf einen Glasobjektträger aufgebracht. Dieser wird wiederum direkt 
über dem Dunkelfeldkondensor aufgelegt, welcher ebenfalls für die Verhinderung von unspe-
zifischer Lichtbrechung mit Immersionsöl benetzt wird. Das durch den Dunkelfeldkondensor 
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schräg einfallende Weißlicht (Halogenlichtquelle HAL 100; Zeiss) wird von den immobili-
sierten Nanopartikeln reflektiert, absorbiert und/oder gestreut. Durch die Dunkelfeldanord-
nung wird vom Objektiv (100-fache Vergrößerung, NA = 0,9) lediglich das Streulicht der 
Nanopartikel aufgenommen und über einen Strahlteiler zum Okular sowie zu einer optischen 
Faser weitergeleitet werden, welche das Licht dann an das Gitterspektrometer zur Auswertung 
weitertransportiert. Das Objektivbild wird dabei auf einer Lochblende mit einem Durchmesser 
von 150 µm abgebildet, wodurch nur ein geringer Teil des Streulichts der Nanopartikel aus 
dem Objektivbild in die Faser gelangen kann. Der Durchmesser der Lochblende wurde so 
gewählt, dass nur das Streulicht eines Nanoteilchens an das Spektrometer weitergeleitet wird 
und benachbarte Partikel ausgeblendet werden. Der Strahlengang sowie die Abbildung des 
Partikelstreulichts sind in Abbildung 3.11 schematisch dargestellt. 
 
Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der Bildebenen bis zur optischen Faser. Eine Lochblende 
vor der Faser lässt nur das gestreute Licht einer kleinen Fläche in die Faser, wodurch die spektrale 
Auswertung eines einzelnen Nanopartikels ermöglicht wird. 
Das Spektrometer ist mit einem Gitterwechsler ausgestattet, der die Wahl unterschiedlicher 
Gitter (150, 600 und 1200 Linien pro mm) erlaubt. Als Detektor dient eine Kamera von 
Princeton Instruments, die direkt an das Spektrometer angekoppelt ist. Sie besitzt einen rück-
seitig beleuchteten Full-Frame-CCD-Chip mit 256 x 1024 Pixeln, die jeweils 26 μm x 26 μm 
groß sind. Zur Verminderung thermischen Rauschens wird der CCD-Chip der Kamera pel-
tiergekühlt. Die optimale Betriebstemperatur liegt bei etwa – 75 °C und wird elektronisch auf 
diesen Wert stabilisiert. Während der Messungen öffnet sich eine elektromechanische Ver-
3. Kapitel   Materialien und Methoden 
 
45 
schlussklappe, der zwischen Eintrittsspalt und Spektrometer angebracht ist. Die geschlossene 
Verschlussklappe verhindert nicht nur die Beschädigung des empfindlichen CCD-Chips durch 
(Tages-) Licht, gleichzeitig wird verhindert, dass während des Ausleseprozesses Licht auf den 
Chip fällt und die dabei registrierten Photonen falschen Pixeln zugeordnet werden (Smear-
Effekt). Die Steuerung des Spektrometers und der CCD Kamera erfolgt mit der kommerziel-
len Software WinSpec32 (Princeton Instruments). 
Für die Messung des Streuspektrums eines einzelnen Nanopartikels wird zunächst der 
Messbereich über eine Spektrometer-Lichtquelle (Wellenlänge = 550 nm) auf der Proben-
oberfläche als grüne Kreisfläche sichtbar gemacht. Diese Messfläche kann auf ein einzelnes 
Nanoteilchen (bzw. dessen im Dunkelfeld sichtbare Streuscheibe) mit Hilfe des x-y-
Verschiebetisches justiert werden. Nach Abschalten der Spektrometer-Lichtquelle kann nun 
das Licht dieses Partikels, wie oben beschrieben, detektiert werden. Das spektral aufgefächer-
te Streulicht des Nanoteilchens wird von der Software direkt als unkorrigiertes Streuspektrum 
INP dargestellt und kann als Datei gespeichert sowie im ASCII-Format für die Datenauswer-
tung exportiert werden. Zusätzlich zu dem unkorrigierten Partikelspektrum ist die Messung 
des Hintergrundspektrums IHG nötig, um Streulichteffekte des Glassubstrats entfernen zu kön-
nen. Dazu wird eine Stelle auf der Probe gewählt, in deren Umgebung keine Partikel liegen. 
Nach Abzug des Hintergrundspektrums müssen auch die spektralen Eigenschaften des Ver-
suchsaufbaus, insbesondere der Anregequelle, korrigiert werden, indem durch das Spektrum 
des Anregelichts ILQ dividiert wird. Da die Lichtintensität in der Fokusebene des Objektivs 
nur sehr grob zu bestimmen ist, kann aus der Intensität des gestreuten Lichts kein absoluter 
Streuquerschnitt für das jeweils vermessene Nanopartikel angegeben werden. Die Spektren 
werden daher grundsätzlich normiert. Um die Lage der Plasmonresonanz möglichst präzise zu 
bestimmen, werden die Spektren in der Nähe des Resonanzmaximums (wie oben beschrieben) 
gefittet, wobei sich die Resonanzlage dann aus den Fitparametern ergibt. 
3.2.6.3. Datenanalyse der Streuspektren 
Zur Auswertung der mittels Mikrospektroskopie gemessenen Streuspektren wurde das Analy-
se- und Darstellungsprogramm Origin 8G verwendet. Zunächst erfolgte die Mittelung der 
Spektren zur Reduzierung des Rauschens. Die anschließende Prozessierung der spektralen 
Daten erfolgte nach der folgenden Formel: 







Hierbei steht Ires für das aus der Prozessierung resultierende Spektrum, INP für das unprozes-
sierte Streuspektrum des Nanopartikels, IHG für das Hintergrundspektrum, ILQ für das Lam-
penspektrum und IDS für das systeminterne Dunkelstromspektrum. Die Prozessierung ist in 
Abbildung 3.12 veranschaulicht. 
 
Abbildung 3.12: Prozessierung der durch Mikrospektroskopie gewonnenen Daten. Das resultierende 
Spektrum (schwarz) setzt sich dabei aus dem unprozessierten Partikelspektrum (grün), dem Hinter-
grundspektrum (blau), dem Lampenspektrum (gelb) sowie dem systeminternen Rauschen (rot) zusam-
men. 
Nach der Prozessierung der Streuspektren erfolgte die Bestimmung des LSPR-Maximums 
sowie der spektralen Linienbreite über einen nicht-linearen Kurvenfit. Hierfür kam der soge-
nannte Extreme-Fit zum Einsatz, welcher als Beispielkurve in Abbildung 3.13-A dargestellt 
ist. Die Wahl dieser Fit-Funktion erfolgte nach Bestimmung des Chi-Quadrats unterschiedli-
cher Funktionen, wobei ein besonders kleiner Wert eine gute Übereinstimmung mit dem an-
zupassenden Spektrum bedeutete. Aus den Fitparametern konnten das Maximum sowie die 
spektrale Linienbreite direkt bestimmt werden. 





Abbildung 3.13: (A) Graphische Darstellung der verwendeten Fit-Kurve. Der Kurvenverlauf (steiler 
Anstieg vor und schwacher Abfall nach dem Maximum) ähnelt dabei stark den gemessenen Streuspek-
tren (B) der Goldnanopartikel. 
Die prozessierten Daten mehrerer vermessener Parti-
kelspektren werden zur besseren Veranschaulichung 
in einem sogenannten Boxplot dargestellt. Die Berei-
che, in denen sich die Daten befinden, und auch die 
Verteilung in diesen Bereichen können so graphisch 
besser vermittelt werden. 
Abbildung 3.14: Darstellung eines Box-Plots. Das obere 
und untere Quartil entsprechen dabei dem Bereich, in dem 
die mittleren 50 % der Daten liegen. Innerhalb der „Whis-
ker“-Grenzen liegen 90 % der Daten, während alle Daten 
außerhalb davon als Ausreißer markiert sind. 
3.2.6.4. Sensitivität und Figure of Merit von Nanopartikeln 
Die Sensitivität von Nanopartikeln lässt sich aus der experimentell ermittelten Wellenlän-





Es wird dabei zwischen den Sensitivitäten SB (engl. bulk sensitivity) und SS (engl. surface 
sensitivity) unterschieden, wobei sich SB auf Brechungsindexänderungen des gesamten Medi-
ums und SS auf Brechungsindexänderungen durch eine dem Nanopartikel aufgelagerte 
Schicht bezieht. 
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Um die Güte von Nanopartikeln auf lokale Brechungsindexänderungen untereinander 
vergleichen zu können, wurde 2005 durch Sherry ein sogenannter Gütefaktor (engl. figure of 
merit, FOM) eingeführt [Sherry 2005]. Grundlage des FOM ist die durch die Brechungsin-
dexänderung bedingte Verschiebung der Resonanzlage des Nanopartikels. Diese wird der 
spektralen Linienbreite des jeweiligen Nanopartikels gegenübergestellt und der FOM χ nach 





Die spektrale Linienbreite w kann direkt aus den Parametern der Fit-Kurve nach der Spek-
trenprozessierung abgelesen werden. 




Die Grundlage des hier beschriebenen Einzelpartikelsensors besteht darin, die optischen Ei-
genschaften von Edelmetall-Nanostrukturen mit biochemischen Erkennungsmechanismen zu 
kombinieren. Die plasmonische Nanostruktur, wie z.B. ein Gold-Nanopartikel, dient dabei als 
optischer Signalwandler, der eine Brechungsindexänderung in seiner Umgebung in eine 
messbare Verschiebung der Plasmonresonanz umsetzt. Biomolekulare Bindungsereignisse 
nahe der Partikeloberfläche können lokal den Brechungsindex der Umgebung erhöhen und 
infolgedessen die Plasmonresonanz zu größeren Wellenlängen verschieben. Zweckmäßiger-
weise sollte dazu einer der beiden Bindungspartner fest an die Partikeloberfläche gebunden 
werden. Der folgende Abschnitt befasst sich mit den Ergebnissen der Mikrospektroskopie als 
Charakterisierungsmethode zur Detektion der optischen Eigenschaften von Nanopartikeln. Es 
werden die Grenzen dieser Methode für die biosensorische Anwendung beschrieben und die 
Streueigenschaften unterschiedlicher Nanostrukturen hinsichtlich ihrer Resonanzposition, 
Streuintensität und spektralen Linienbreite miteinander verglichen. Dabei sollen hauptsächlich 
chemisch synthetisierte Nanopartikel untersucht werden, da deren Herstellung wesentlich 
einfacher und ohne großen Geräteaufwand realisierbar war. Wie bereits in der Einleitung be-
schrieben, unterscheiden sich die optischen Eigenschaften besonders in Größe, Form und Ma-
terial der verwendeten Nanopartikel, weshalb diese Parameter für die Wahl des für die Bio-
sensorik geeigneten Signalwandlers untersucht werden sollen. 
4.1. Grenzen der Mikrospektroskopie 
Um die Mikrospektroskopie für die Biosensorik nutzen zu können, muss im Vorfeld die Sen-
sitivität bezüglich lokaler Brechungsindexänderungen durch die Anbindung von (Bio-) Mole-
külen untersucht werden. Zudem müssten systeminterne Fehler, welche ebenfalls die Abwei-
chungen des Sensorsignals bewirken können, charakterisiert werden. Diese Parameter sollen 
bestimmt werden, um in den anschließenden Experimenten entscheiden zu können, wann eine 
Sensorantwort noch von den angebundenen Analytmolekülen stammt oder lediglich system-
bedingt ist. Dazu wurden Versuche zur Signalstabilität sowie dem Einfluss von Verunreini-
gungen während der Wasch- bzw. Inkubationsprozesse durchgeführt. Weiterhin wurden Mes-
seinstellungen wie die Platzierung des Nanopartikels im Messbereich und der Einfluss der 
Fokusebene auf die Streuspektren untersucht. 
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4.1.1. Signalstabilität über die Zeit 
Zur Untersuchung der Signalstabilität über die Zeit wurden die Streuspektren mehrerer Na-
nopartikel, die im Vorfeld auf einem Glassubstrat angebunden wurden, über einen bestimmten 
Zeitraum vermessen. Dabei wurden die Spektren in definierten Zeitintervallen aufgenommen, 
wobei die Probe dabei nicht vom Messplatz entfernt wurde. Abbildung 4.1 zeigt dabei die 
Ergebnisse für einen Zeitraum von 10 h, was in etwa den Zeitraum für eine komplette Mes-
sung (ausgehend von Oberflächenfunktionalisierung bis hin zur Anbindung des Analyten) 
darstellt. Es konnte keine signifikante Änderung der einzelnen Streuspektren nach deren Pro-
zessierung festgestellt werden, wobei lediglich eine Stelle nach dem Komma berücksichtigt 
wurde (was für die biosensorische Anwendung als vollkommen ausreichend angesehen wird). 
Die geringe Abweichung der spektralen Linienbreite von weniger als 0,5 nm hat dabei keinen 
Einfluss auf die Lage der Streuspektren. 
 
Abbildung 4.1: Mehrfachmessung an einem ausgewählten Nanopartikel über mehrere Stunden. Die 
Position der Plasmonresonanz bleibt konstant, während lediglich sehr geringe Abweichungen in der 
spektralen Linienbreite erkennbar sind. Die Probe wurde dabei nicht vom Messplatz entfernt, um un-
ter gleichen Bedingungen messen zu können. 
4.1.2. Signalstabilität nach Wasch- und Anbindungsschritten 
Da für die einzelnen Inkubationsschritte das Glassubstrat mit den Partikeln von dem Mikro-
skop entfernt und Wasch- bzw. Anbindungsschritte durchgeführt werden müssen, ändern sich 
auch geringfügig die Bedingungen für die Messung der Streuspektren durch angebundene 
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Biomoleküle auf der einen Seite, aber auch durch Lösungs- bzw. Pufferrückstände auf der 
Probe. Diese Rückstände können ebenfalls lokale Änderungen des Brechungsindex zur Folge 
haben, wodurch das Signal der angebundenen Biomoleküle verfälscht wird. Abbildung 4.2 
zeigt die Änderungen der maximalen Peakposition einzelner Goldnanopartikel nach einem 
simulierten Waschprozess mit einem Salzpuffer (2 x SSC) und Wasser sowie anschließender 
Trocknung im Stickstoffstrom. 
 
Abbildung 4.2: Messung der Resonanzposition verschiedener Nanopartikel (hier fünf Partikel exemp-
larisch dargestellt) zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Zur Simulation der Waschprozesse wurden die 
Substrate mit den darauf gebundenen Partikeln vor jeder Messung vom Messplatz entfernt, mit Wasser 
gespült und unter Stickstoff getrocknet. Angegeben ist die Ausgangslage der Plasmonresonanz bei 
t = 0 sowie nach sieben weiteren Waschschritten (t = 1 bis t = 7). 
Leichte Abweichungen der Peakposition sind in diesem Test zu verzeichnen, wobei die mitt-
lere Abweichung über ca. 50 vermessenen Nanopartikeln bei lediglich 0,5 nm (zu höheren 
Wellenlängen) liegt. Salzablagerungen, aber auch Rückstände von Wasser, können also eine 
geringfügige Verschiebung bewirken, wodurch Resonanzänderungen durch die Biomole-
külanbindung kritisch betrachtet und auf den ermittelten Fehler normiert werden müssen. 
Gleichzeitig muss jede Rotverschiebung von 0,5 nm oder weniger auf diesen Umstand zu-
rückgeführt werden und dient damit als Auflösungsgrenze der hier verwendeten mikrospektro-
skopischen Vermessung. Ebenso wird die Inkubation mit Pufferlösung als Negativkontrolle 
eingesetzt und sollte eine maximale Resonanzänderung von 0,5 nm zu höheren Wellenlängen 
nicht überschreiten. 
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4.1.3. Einfluss von Verunreinigungen 
Auch der Einfluss von Verunreinigungen der Glassubstratoberfläche durch das verwendete 
Immersionsöl wurde untersucht (siehe Abbildung 4.3). Dazu wurde nach der Messung des 
Streulichtspektrums individueller Nanopartikel ein dünner Ölfilm auf die Probe aufgebracht 
(n = 1,518), der eine starke Rotverschiebung des Spektrums zur Folge hatte. Anschließend 
wurden die Partikel nach einem Waschprozess mit Wasser sowie nachfolgendem reinigenden 
Plasmastrippen erneut vermessen, wobei das ursprüngliche Streuspektrum der Nanopartikel 
nahezu wieder hergestellt werden konnte. Nahezu bedeutet in dem Fall, dass eine Abwei-
chung von ca. 2 nm zu verzeichnen war, die für die biosensorische Anwendung bereits erheb-
lichen Einfluss darstellt. Für die Experimente im Späteren war daher der Umgang mit dem 
Immersionsöl, welches zur Verhinderung von ungewollter Lichtstreuung zwischen den 
Chromgitterchips und dem Objektträger (der unmittelbar auf dem Dunkelfeldkondensor liegt) 
dient, unter den Glassubstraten mit höchster Aufmerksamkeit bedacht, weil bereits geringe 
Mengen an Öl auf der Partikeloberfläche zu einer ungewollten Veränderung des Streuspekt-
rums führen könnten und damit die Messung verworfen werden musste. 
 
Abbildung 4.3: Resonanzänderung verschiedener Nanopartikel unterschiedlicher Größe nach Auf-
bringen von Immersionsöl sowie anschließender Reinigung. Die Streuspektren konnten nach einem 
Waschprozess mit anschließendem Plasmastrippen mit einer Abweichung von ca. 2 nm wieder herge-
stellt werden. 
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4.1.4. Einfluss der x-y-z-Position des Nanopartikels im Messbereich 
Der Einfluss der Fokussierung von Nanopartikeln während der Messung des Streuspektrums 
wird durch eine stufenweise Änderung der Fokusebene (z-Achse) untersucht. Zuerst wurde 
die Mikroskop-Abbildung auf das jeweils zu vermessende Partikel fokussiert und dessen 
Streuspektrum gemessen. Anschließend wurde die Höhe des Mikroskop-Objekttisches über 
die Mikroskop-Software in 500 nm-Schritten nach oben bzw. unten verstellt. Die Resonanz-
lage des nach jedem Schritt aufgenommenen Streuspektrums sowie die Abweichung des 
Streu-Peaks gegenüber dem Partikelspektrum aus der Fokusebene sind in Abbildung 4.4-A 
gezeigt. Je nach Änderung der z-Richtung verschiebt sich die Resonanzlage des Nanopartikels 
zu höheren oder niedrigeren Wellenlängen. Bedingt durch die Abhängigkeit der Resonanzpo-
sition von der Fokusebene, muss daher vor jeder Aufnahme des Partikelspektrums exakt auf 
den jeweils zu vermessenden Nanopartikel fokussiert werden. 
 
Abbildung 4.4: Abhängigkeit der Resonanzposition von der x-y-z-Orientierung des Streuquerschnitts 
der Nanopartikel. In (A) ist die Änderung der Resonanzlage in Abhängigkeit von der Fokusebene dar-
gestellt. In (B) ist der Einfluss der Partikelpositionierung im Messbereich des Spektrometers darge-
stellt. Dabei wurde der Nanopartikel an 5 verschiedenen Stellen im Messfleck spektral vermessen, 
wobei lediglich eine geringe Abweichung von ± 0,2 nm der Resonanzposition gegenüber der zentralen 
Ausrichtung des Partikels im Messbereich (Datenpunkt links) messbar war. 
Zur genauen Vermessung der Streuspektren individueller Nanopartikel wurde die Abhängig-
keit gegenüber der Lage im Messbereich (siehe Abschnitt 3.2.8.2.) bestimmt. Da dieser Be-
reich größer war als der Streuquerschnitt der vermessenen Nanopartikel, konnte deren Lage 
durch Verschieben der Probe verändert werden. Abbildung 4.4-B demonstriert die dadurch 
auftretende Änderung der maximalen Resonanzposition an einem exemplarischen Beispiel. 
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Dabei wurde eine mittlere Abweichung von lediglich ± 0,2 nm gemessen. Da die Positionie-
rung sehr genau durchgeführt werden konnte, war die genaue Zentrierung des Partikels prob-
lemlos einstellbar, so dass diese geringe Abweichung für die folgenden Messungen vernach-
lässigt werden konnte. 
4.2. Vergleich der Streueigenschaften von plasmonischen Na-
nostrukturen 
Die Streueigenschaften metallischer Nanopartikel sind von verschiedenen Faktoren abhängig 
und bestimmen maßgeblich die optischen Eigenschaften dieser Nanoteilchen sowie deren 
Sensitivität. Zur besseren Veranschaulichung wurden hierfür die Streuspektren individueller 
Nanopartikel mit unterschiedlichem Material, Größe und Form spektral vermessen (Abb. 4.5). 
Neben dem Streuspektrum eines sphärischen Goldnanopartikels wurden eine EBL-
strukturierte Goldscheibe, eine Multi-Kern-Hülle Partikel (Gold-Kern mit dünner Silberhülle 
und aufgelagerter Goldhülle) [Knauer 2011] sowie ein Golddreiecksprisma untersucht. Die 
Nanopartikel zeigten jeweils eine deutlich Resonanz zwischen 500 und 650 nm, die sich in 
ihrer Lage und Intensität (hier zur besseren Darstellung auf das Maximum normiert) unter-
schieden. Neben der Änderung der Peakposition war auch das Auftreten weiterer Peaks zwi-
schen 700 und 800 nm zu sehen. Diese zusätzlichen Resonanzen sind im Falle des Multi-
Kern-Hülle-Partikels durch die unterschiedlichen Materialien bedingt, während besonders bei 
Dreiecksprismen die Kanten und Ecken dieser Nanostruktur für die ausgeprägten Resonanzen 
verantwortlich sind. 
 Die optischen Eigenschaften von metallischen Nanopartikeln kann man sich mit Hilfe 
von Berechnungen nach der Theorie von Gustav Mie verdeutlichen [Mie 1908]. Wichtig für 
die biosensorische Verwendung dieser Nanopartikel ist, dass die Streueigenschaften neben der 
Form, dem Material bzw. der Materialzusammensetzung sowie der Größe von einem weiteren 
Faktor abhängen: dem lokalen Brechungsindex des Umgebungsmediums. Um die zu erwar-
tende Größenordnung der Resonanzänderung herauszufinden, wurde Resonanzposition für 
eine Goldkugel mit steigendem Durchmesser in zwei verschiedenen Umgebungsmedien (Luft 
und Wasser) berechnet. Der Kugeldurchmesser wurde dabei schrittweise um jeweils 1 nm von 
40 auf 100 nm erhöht. In nachfolgender Abbildung 4.6 wurde der Brechungsindex von Luft 
mit n = 1,00 und von Wasser mit n = 1,33 angenommen. 




Abbildung 4.5: Streuspektren individueller Nanostrukturen. Die Intensität und Lage der Streumaxima 
ist dabei stark abhängig von der Form und dem Material bzw. der Materialzusammensetzung der ver-
wendeten Partikel. 
 
Abbildung 4.6: Mit Hilfe der Mie-Theorie ermittelte Änderung der maximalen Resonanzposition für 
Streuspektren von Goldnanopartikeln in Abhängigkeit ihres Durchmessers. Die Kalkulationen wurden 
für zwei verschiedene Medien mit unterschiedlichem Brechungsindex (nLuft = 1,00 und nWasser = 1,33) 
durchgeführt. Bei steigendem Partikeldurchmesser steht der geringen Resonanzänderung an Luft eine 
deutliche Verschiebung der Resonanzposition in flüssigem Medium gegenüber. 
Es ist deutlich erkennbar, dass sich die Lage des Resonanzmaximums bei zunehmender Parti-
kelgröße in den beiden Medien zu höheren Wellenlängen verschiebt. Außerdem ist zu erken-
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nen, dass für eine Partikelgröße die Lage des Streupeaks bei steigendem Brechungsindex 
deutlich rotverschoben auftritt. Bei steigendem Partikeldurchmesser wird zudem der Unter-
schied in der Lage der Resonanzposition immer größer. Die hier berechneten Resonanzpositi-
onen weichen allerdings teilweise deutlich von den experimentell ermittelten ab, die um 30-
50 nm rotverschoben sind. Grund dafür ist die Tatsache, dass der Partikel sich nicht komplett 
in dem Umgebungsmedium befindet, da er auf einem Substrat angebunden ist. In der Literatur 
wurde dieser sogenannte Substrateffekt beschrieben [Lazarides 2000] und auch in verschiede-
ne Kalkulationen über die Verwendung eines effektiven Brechungsindex berücksichtigt. Da-
bei wurde der Brechungsindex des verwendeten Glassubstrates prozentual dem Umgebungs-
medium nach folgender Formel angerechnet: 
neff = g ∙ nmatrix + (1 - g) ∙ nsubstrat (12) 
mit neff als effektiver Brechungsindex, nmatrix als Brechungsindex des Umgebungsmediums, 
nsubstrat als Brechungsindex des Glassubstrats und g als Gewichtungsfaktor. Im vorliegenden 
Fall waren nsubstrat mit 1,47 und g mit 0,7 gegeben [Raschke 2005], woraus sich ein effektiver 
Brechungsindex von 1,14 ergab. Durch diese Anpassung der Berechnung der Streuspektren 
konnte in allen nachfolgenden Kalkulationen eine sehr genaue Übereinstimmung zwischen 
der Theorie und den experimentell ermittelten Spektren und Resonanzänderungen erreicht 
werden. 
 
Abbildung 4.7: Änderung der Resonanzposition in Abhängigkeit vom Brechungsindex des Umge-
bungsmediums. Die linke Abbildung zeigt die Verschiebung des Streuspektrums zu höheren Wellen-
längen bei steigendem Brechungsindex des Mediums. Rechts ist die Resonanzlage in Abhängigkeit 
vom Brechungsindex des Umgebungsmediums ohne (schwarz) und mit (rot) Einbeziehung des Glas-
substrates dargestellt. 
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4.2.1. Spektrale Linienbreite 
Neben der Verschiebung der maximalen Resonanzposition je Brechungsindexeinheit ist die 
spektrale Linienbreite ein wichtiger Faktor, um Aussagen über die Qualität von Nanopartikeln 
in Bezug auf deren Sensitivität gegenüber lokalen Brechungsindexänderungen zu treffen. Die 
spektrale Linienbreite ist dabei als Breite des Spektrums bei der Hälfte der Intensität des 
Streupeaks definiert. Nach der Prozessierung der Partikelspektren kann dieser Wert direkt aus 
den Parametern der verwendeten Fit-Kurve abgelesen werden (siehe Abschnitt 3.2.8.3.). Zur 
Ermittlung eines geeigneten (sensitiven) Transducer für die biosensorische Anwendung wur-
den die Resonanzpositionen sowie die zugehörige spektrale Linienbreite verschiedener Nano-
strukturen untersucht (Abb. 4.8). Der Einfluss des Materials auf die spektrale Linienbreite 
wurde für den Fall von Gold- bzw. Silberdreiecksprismen gezeigt: bei nahezu gleicher Kan-
tenlänge zeigten die Goldprismen eine schmalere Linienbreite als die Silberprismen. Während 
die über EBL hergestellten Nanostrukturen (Goldscheiben, Goldringe und Gold-Spaltringe) 
Linienbreiten zwischen 50 und 70 nm zeigten, lagen die Linienbreiten der chemisch syntheti-
sierten Nanopartikel im Bereich von 20 bis 40 nm. Für die nachfolgenden Experimente wurde 
deswegen auf die Goldkugel, als Transducer mit einer besonders schmalen Linienbreite, zu-
rückgegriffen. 
 
Abbildung 4.8: Resonanzposition und spektrale Linienbreite von Goldnanopartikeln mit unterschiedli-
cher Größe, Form und Material. Für sensorische Zwecke sind besonders schmale Linienbreiten bei 
hoher Verschiebung der Resonanzposition optimal. 
4. Kapitel   Ergebnisse 
 
58 
4.3. Optimierung der Biofunktionalisierung des Transducers 
Nach erfolgter Vorbereitung des Signalwandlers wurde mit der Funktionalisierung der Ober-
fläche begonnen. Dabei wurden entsprechende Erkennungselemente, wie Antikörper oder 
einzelsträngige DNA, über Physisorption und/oder Chemisorption an den Signalwandler bzw. 
eine Vermittlerschicht gebunden. Die Wahl des Erkennungselementes war dabei von dem 
nachzuweisenden Analyt bzw. von der jeweiligen Fragestellung des Experimentes abhängig. 
Durch die Funktionalisierung sollte eine Molekül-Schicht auf dem Transducer entstehen, wel-
che eine Änderung des Brechungsindexes zur Folge hat. Dadurch sollte vor dem sensorischen 
Schritt durch Bestimmung der LSPR eine Aussage über die Qualität bzw. Quantität des präpa-
rierten Sensors getroffen werden. Mit Kenntnis des Brechungsindex des Erkennungselemen-
tes, des umgebenden Mediums sowie der Dicke (Moleküldurchmesser bzw. -länge) der senso-
risch aktiven Schicht, sollte die Mie-Theorie eine Aussage über den Bedeckungsgrad des Sig-
nalwandlers für eine gemessene Änderung der Resonanzposition der Plasmonenbande erlau-
ben. 
 
Abbildung 4.9: Funktionalisierung des Einzelpartikelsensors. Die Goldnanopartikel werden mit Er-
kennungselementen wie einzelsträngiger DNA, Antikörpern oder spezifischen Rezeptoren zur Detekti-
on von Analytmolekülen funktionalisiert, wobei sie fest an die Partikeloberfläche gebunden werden. 
4.3.1. Theoretische Betrachtung der Partikelfunktionalisierung 
Die Auswirkung der Partikelfunktionalisierung auf das Streuspektrum wurde mit Hilfe der 
Mie-Theorie für Schalenpartikel für eine Goldnanokugel mit 80 nm Durchmesser durch eine 
schrittweise Erhöhung des Brechungsindex der Nanopartikelumgebung von nMatrix = 1,00 um 
0,1 berechnet (Abbildung 4.10). Mit zunehmendem Brechungsindex war erkennbar, dass sich 
die Resonanz zu niedrigeren Energien bzw. zu höheren Wellenlängen verschoben hat. Zudem 
war auffällig, dass gleichzeitig die spektrale Linienbreite der Resonanz abnahm. Die Reso-
nanzverschiebung wurde in Abbildung 4.10-B gegen den Brechungsindex der Umgebung 
aufgetragen. Die mit der Mie-Theorie berechneten Werte wurden hier als schwarze Punkte 
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dargestellt. Durch einen linearen Fit dieser Werte konnte eine Resonanzverschiebung von 14 
nm pro ∆n = 0, 1 (1 ≤ n ≤ 1, 8) erhalten werden. 
 
Abbildung 4.10: Mie-Kalkulation der Resonanzverschiebung nach Änderung des Brechungsindex des 
Umgebungsmediums. In (A) sind die kalkulierten Streuspektren eines 80 nm großen Goldnanopartikels 
bei steigendem Brechungsindex (∆n = 0,1) dargestellt. (B) zeigt die theoretische Resonanzverschie-
bung zu höheren Wellenlängen bei steigendem Brechungsindex des Partikelmediums. Die zugehörigen 
Linienbreiten sind als rote Punkte dargestellt. 
Für die Realisierung eines Einzelpartikelsensors ergab sich aus den dargestellten Modellrech-
nungen: Eine einprozentige Erhöhung des Brechungsindex von n = 1,33 auf n = 1,34 bewirkte 
eine Resonanzverschiebung von etwa ∆λ = 1,4 nm. In Anbetracht der hohen Messgenauigkeit, 
die in der Einzelpartikelspektroskopie erreicht wird, sind diese Unterschied nicht zu vernach-
lässigen und können als verwertbare Signaländerungen gesehen werden. Brechungsindexän-
derungen in der genannten Größenordnung können beispielsweise durch die Zugabe der Ana-
lytlösung auf den Assay verursacht werden. Neben dem Einfluss von lokalen Brechungsin-
dexänderungen sind auch Temperatur-bedingte Änderungen der LSPR denkbar. Messungen 
zum Brechungsindex von Wasser (bei einer Wellenlänge von 589 nm) zeigten jedoch nach 
einem Temperaturanstieg von 20°C auf 30°C eine geringe Änderung von ∆n = 1,9 * 10-3. 
Dementsprechend können Brechungsindexänderungen aufgrund von Temperaturschwankun-
gen können vernachlässigt werden [Raschke 2005]. 




Abbildung 4.11: Verschiebung der Plasmonresonanzen von Goldkugeln (80 nm Durchmesser) bei 
Änderung der Schichtdicke. Die Resonanzänderung ist für zwei verschiedene Brechungsindizes be-
rechnet worden. Ein höherer Brechungsindex der Partikelhülle bewirkt dabei eine stärkere Rotver-
schiebung des Resonanzpeaks. 
Für Kalkulationen zur Anbindung von DNA-Molekülen mit der Mie-Theorie benötigt man 
den Brechungsindex dieser DNA-Schicht auf dem Nanopartikel. In der Literatur finden sich 
dazu abweichende Angaben, wobei ältere Publikationen meist von einem Brechungsindex von 
1,7-1,8 ausgehen [Harrington 1970], während neuere Veröffentlichungen meist einen Bre-
chungsindex ähnlich dem von Proteinen auf Oberflächen wählen (nProt = 1,5) [Maliwal 1995]. 
Um den Einfluss der Schalendicke auf die Änderung der Resonanzposition zu erhalten, wurde 
die Rotverschiebung für eine 80 nm Goldkugel mit steigender Schalendicke (0-20 nm) be-
rechnet, wobei sowohl nSchale = 1,5 und nSchale = 1,75 für die DNA-Hülle angenommen wurde 
(Abbildung 4.11). Hier war deutlich die (erwartete) höhere Änderung der Resonanzbedingun-
gen bei höherem Brechungsindex zu erkennen. 




Abbildung 4.12: Die Rotverschiebung der Plasmonenbande kann neben Hinweisen zur Änderung des 
Brechungsindex auch eine Aussage über den Bedeckungsgrad des Nanopartikels geben, sofern der 
Brechungsindex der äußeren Schale sowie des umgebenden Mediums bekannt ist. Für vier verschie-
dene Schichtdicken (s) wurde die Brechungsindex- bzw. Bedeckungsänderung berechnet. 
Allgemein gilt, dass bei Zunahme der Hüllendicke um einen Nanopartikel durch Aufbringen 
einer Biomolekülschicht eine stärkere Rotverschiebung des Streuspektrums zu erwarten ist. 
Um diese Aussage zu überprüfen, wurde eine Kalkulation für die 80 nm-Goldkugel für 4 ver-
schiedene Schichtdicken bei einem Brechungsindex der biologischen Hülle von n = 1,5 kalku-
liert (Abbildung 4.12). Gleichzeitig gab eine Rotverschiebung geringer als die theoretisch 
maximal berechnete Resonanzänderung einen Hinweis auf die Bedeckungsdichte der Parti-
keloberfläche mit Biomolekülen. Für die Auswertung der Experimente konnten somit Verlus-
te während der Inkubations- bzw. Waschprozesse bestimmt und die Qualität des Experiments 
verfolgt werden. 
 Die Änderungen der Resonanzposition nach erfolgter Anbindung einer Biomolekül-
schicht hängt maßgeblich von der Schalendicke der Biomoleküle um den Nanopartikel sowie 
dem Brechungsindex dieser Hülle ab. Je nachdem, ob man sich in einem flüssigen Medium 
oder an Luft befindet, ändert sich die Plasmonresonanz stärker oder schwächer. Abbildung 
4.13 zeigt die Rotverschiebung eines 80 nm Goldnanopartikels an Luft und in Wasser nach 
Anbindung einer Proteinhülle mit steigender Dicke von 0-100 nm. Deutlich sichtbar ist, dass 
bei steigender Schalendicke die Resonanzänderung an Luft größer ist als in einem flüssigen 
Medium. Zudem wird deutlich, dass die Empfindlichkeit gegenüber Brechungsindexänderun-
gen ab einer bestimmten Distanz, die etwa doppelt so groß ist wie der Durchmesser des Na-
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nopartikels, zur Oberfläche des Signalwandlers abnimmt. Die Änderung des lokalen Bre-
chungsindex hat dann keinen signifikanten Einfluss mehr auf die Resonanzbedingungen des 
Partikels. 
 
Abbildung 4.13: Die Änderung der Resonanzposition von Goldkugeln (80 nm Durchmesser) bei stei-
gender Schalendicke (nSchale = 1,5) in unterschiedlichen Medien (nLuft = 1,00 und nWasser = 1,33) wurde 
mittels Mie-Theorie berechnet. 
Dass die Resonanzposition auch von der Art der Hülle abhängig ist, zeigt Abbildung 4.14 
anhand eines Modellvergleichs von Metall- und Proteinhülle. Hierfür wurde die Resonanzpo-
sition einer 80 nm Goldkugel für zwei verschiedene Medien (Luft und Wasser) berechnet. 
Anschließend wurde für das gleiche Nanopartikel die Resonanzposition bei Einbeziehung 
einer 10 nm dünnen Gold- bzw. Proteinhülle für beide Umgebungsmedien kalkuliert und die 
Änderung der LSPR-Position bestimmt. Während für die Goldhülle eine deutlich größere Re-
sonanzänderung in flüssigem Medium zu erwarten war, verschob sich das Spektrum für die 
Goldkugel mit Proteinhülle an Luft mehr als in Wasser. 




Abbildung 4.14 Mie-Kalkulation der relativen Resonanzverschiebung von 80 nm Goldkugeln mit einer 
10 nm dicken Gold- bzw. Proteinhülle in verschiedenen Umgebungsmedien (Luft und Wasser). Wäh-
rend die Goldhülle einen kleinen Effekt an Luft (links) zeigt, ist die Resonanzverschiebung in wässri-
gem Medium am größten (2. von links). Besteht die Schale um den Partikel aus biologischem Material 
(hier: Protein; n = 1,5), so ist die Veränderung der Resonanzposition an Luft (3. von links) größer als 
in Wasser (rechts). 
4.3.2. Funktionalisierung von Nanopartikeln mit einzelsträngiger Fänger-DNA 
Die Funktionalisierung der Partikel mit Fänger-DNA ist ein wichtiger Schritt vor dem Nach-
weis des Ziel-DNA-Stranges. Hier werden die Weichen dafür gestellt, wie effizient die Hyb-
ridisierung als der eigentliche sensorische Schritt erfolgen kann. Neben einer hohen Bede-
ckungsdichte der Fänger-DNA ist deren leichte Zugänglichkeit nötig, um möglichst vielen 
Analyt-Moleküle die Ausbildung von Basenpaarungen mit der partikelgebundenen ssDNA zu 
ermöglichen. Im Rahmen der SPR-Spektrometrie wurden auf planaren Goldsubstraten ver-
schiedene Methoden zur Erhöhung der Hybridisierungseffizienz getestet, welche in diesem 
Abschnitt erstmals auch für die Einzelpartikelsensorik angewandt werden sollen. 
Um die Fänger-DNA zunächst auf die Goldoberfläche zu bringen, wurden kommerzi-
elle Oligonukleotide mit einer Thiol-Gruppe verwendet, welche über einen C6-Abstandshalter 
(6 (CH2)-Gruppen) an das 5‘-Ende gebunden ist. Die Thiol-Gruppe ist dabei kovalent an die 
Goldatome des Nanopartikels gebunden [Häkkinen 2012]. Nach erfolgter Immobilisierung 
dieser DNA ragt der DNA-Einzelstrang nicht zwingend frei in den Raum, sondern kann sich 
auch über die stickstoffhaltigen Nukleobasen auf der Goldoberfläche anlagern, wodurch der 
Zugang für die Ziel-DNA erschwert würde. Ein Ansatz zur Lösung dieses Problems kam 
1997 von Herne bzw. 1998 von Levicky. Sie beschrieben, wie die Inkubation von 6-
Mercaptohexanol (MCH) nach erfolgter DNA-Immobilisierung die Oberfläche aufgrund ihrer 
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OH-Gruppen passiviert und somit die unerwünschte Anlagerung der DNA-Basen verhindert 
[Herne 1997, Levicky 1998]. Zusätzlich wurde eine weitere wichtige Eigenschaft der Ko-
Adsorption von MCH demonstriert: die Hybridisierung von oberflächengebundener DNA ist 
stark vom Abstand der DNA-Einzelstränge (und damit der Oberflächenbedeckung) abhängig. 
Das MCH auf der Oberfläche wirkt auch als Abstandshalter zwischen den gebundenen DNA-
Strängen, wodurch die Konkurrenz der Ziel-DNA um Bindestellen auf der Oberfläche mini-
miert wird. Zusätzlich wird durch diesen 2-Schritt-Prozess die unspezifische Adsorption der 
DNA-Stränge an der Goldoberfläche minimiert. Somit ist die Mehrzahl der Fänger-DNA-
Moleküle für die spezifische Hybridisierung mit komplementärer DNA zugänglich [Herne 
1997, Levicky 1998, Steel 2000]. 
Einen weiteren Ansatz zur Verbesserung der Hybridisierungseffizenz um 44 % wurde 
von Demers im Jahr 2000 beschrieben. Diese Steigerung basierte auf der Verwendung von 
kurzen Oligonukleotidsequenzen als Abstandshalter zwischen Erkennungssequenz und der 
Substratoberfläche, wobei sich eine Sequenz aus mehreren Adenin-Basen, einem sogenannten 
poly-A-Spacer, als besonders effizient gezeigt hat [Demers 2000]. 
Neben dem Einsatz von Abstandshaltermolekülen (MCH) zwischen den oberflächen-
gebundenen DNA-Strängen und der Verwendung von poly-A-Sequenzen kann man zusätzlich 
noch die Anbindung der Fänger-DNA verbessern, indem man die Thiol-Gruppe durch ein 
Reduktionsmittel „aktiviert“. Dabei stehen beispielsweise Dithiothreitol (DTT) oder Tris-(2-
carboxyethyl)-phosphin (TCEP) zur Verfügung, welche Disulfidbrücken zwischen den thiol-
modifizierten Oligonukleotiden untereinander auflösen. Diese Disulfide behindern die Anbin-
dung der DNA, da deren Thiol-Gruppen nicht mehr so effektiv mit der Goldoberfläche reagie-
ren und damit den DNA-Strang anbinden können [Getz 1999]. 
Mit Hilfe der Mikrospektroskopie wurden diese verschiedenen Ansätze zur Verbesse-
rung der Hybridisierungseffizienz hinsichtlich ihres Einflusses auf die Resonanzänderung 
untersucht. Dabei sollte zunächst überprüft werden, wie sich die Resonanzposition des Parti-
kelspektrums nach Anbindung der Fänger-DNA verändert hat. Neben dem Einfluss der Thiol-
Gruppe auf die Anbindung (DNA mit und ohne SH-Gruppe) wurde die Ko-Inkubation mit 
MCH, die Verwendung des poly-A-Spacers sowie der zusätzliche Reduzierungsschritt zum 
Aufspalten der eventuell vorhandenen Disulfidbrücken untersucht. In Abbildung 4.15 ist die 
Resonanzverschiebung als Box-Plot für jeden einzelnen Ansatz dargestellt, wobei die resultie-
rende Resonanzposition nach ∆λ = λFänger – λPartikel bestimmt wurde. Im Experiment wurden 
dazu jeweils 25-50 individuelle Goldnanopartikel vermessen und geplottet. 




Abbildung 4.15: Einfluss der Immobilisierungsbedingungen auf das LSPR-Signal. Die gestrichelte 
Linie gibt das Signal des unmodifizierten Nanopartikels nach Inkubation mit Immobilisierungspuffer 
ohne DNA an. Die Experimente beinhalten (a) DNA ohne Thiol-Gruppe, (b) DNA mit Thiol-Gruppe, 
(c) Thiol-DNA und MCH in einer gemischten Monolage, (d) die gemischte Monolage und DNA mit 
einem zusätzlichen poly-Adenin-Abstandshalter, und (e) die zuletzt genannte Kombination mit vorakti-
vierter Thiol-Gruppe durch TCEP (siehe Text). 
Bringt man einen DNA-Strang ohne Thiol-Gruppe auf die Goldpartikel auf, so ist lediglich 
eine geringe Änderung der Plasmonresonanz von ca. 1 nm zu erkennen (was auf eine unspezi-
fische Anlagerung der DNA an die Goldoberfläche hindeutet), während man mit Thiol-
Gruppe bereits eine Änderung von 5,1 nm erreicht. Unter Zuhilfenahme von MCH lässt sich 
eine schwache Zunahme des Signals 5,8 nm detektieren, der poly-A-Abstandshalter (6,2 nm) 
sowie die Aktivierung der Thiol-Gruppe mit TCEP (6,5 nm) verschieben das Streumaximum 
jeweils zusätzlich um etwa 0,4 nm bzw. 0,3 nm. 
4.4. Bioanalytische Anwendung 
Nach erfolgter Funktionalisierung der metallischen Nanopartikel sollte der bioanalytische 
Nachweis einzelsträngiger DNA erreicht werden. Mit einem Überschuss an Ziel-DNA wurde 
zunächst die Größenordnung der zu erwartenden Signaländerung bestimmt. Anschließend 
wurden verschiedene Funktionalisierungsstrategien hinsichtlich einer Steigerung der Hybridi-
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sierungseffizienz getestet. Das Detektionslimit für den Nachweis der DNA-Hybridisierung 
wurde durch die schrittweise Verringerung der Analyt-Konzentration bestimmt. Im Anschluss 
wird eine Methode zur Verstärkung des LSPR-Signals über die zusätzliche Anbindung eines 
Streptavidin-Nanopartikel-Konjugates an die gebundene Analyt-DNA geprüft. Die Spezifität 
der Mikrospektroskopie bezüglich der Detektion von Brechungsindexänderungen durch An-
bindung von DNA-Molekülen und der damit verbundenen Schichtdickenzunahme auf der 
Partikeloberfläche konnte durch ein DNA-Sandwich-System, welches aus 3 einzelsträngigen 
DNA-Molekülen bestand, gezeigt werden. Als Proof-of-Principle-System für die Proteinana-
lytik wurde abschließend die Detektion von BSA durch einen BSA-bindenden Antikörper 
untersucht und die ermittelten Messwerte mit den theoretisch berechneten Daten verglichen. 
4.4.1. Qualitativer Nachweis von DNA 
Der in den vorangegangenen Abschnitten präparierte Sensor wurde mit dem nachzuweisenden 
Analytmolekül inkubiert. Die Probenlösung mit der Ziel-DNA wurde auf das vorbereitete 
Substrat gegeben und bei der für die nachzuweisende DNA-Sequenz spezifischen Hybridisie-
rungstemperatur inkubiert. Die verwendete DNA wurde im Überschuss (c = 1 µmol/l) zuge-
geben, um die Anzahl der DNA-Moleküle als begrenzenden Faktor für die Anbindung aus-
schließen zu können. Nach anschließenden Waschprozessen zum Entfernen nichtgebundener 
bzw. unspezifisch gebundener DNA wurde das Streuspektrum des Nanosensors gemessen und 
die Anbindung der Ziel-DNA über die Verschiebung des Resonanzmaximums ∆λ = λAnalyt – 
λFänger detektiert. Ein repräsentatives Beispiel für einen solchen DNA-Nachweis ist in Abbil-
dung 4.16 dargestellt. Hier wurde eine 80 nm Goldkugel mit Fänger-DNA funktionalisiert 
und danach in einer Lösung mit Analyt-DNA (U3c) inkubiert. Vor und nach jedem Schritt 
wurde das Streuspektrum gemessen, um die lokalen Brechungsindexänderungen durch die 
DNA-Anbindung zu detektieren. Sowohl das Aufbringen der Erkennungsschicht (Fänger-
DNA), als auch der Analytschicht führen jeweils zu einer Erhöhung der Streuintensität und 
einer Verschiebung des Resonanzmaximums zu höheren Wellenlängen. Dabei war die zu ver-
zeichnende Änderung nach dem ersten Schritt größer (ca. 7 nm), als nach dem sensorisch re-
levanten zweiten Schritt (4 nm). 




Abbildung 4.16: Streuspektren einer 80 nm Goldkugel. Die schrittweise Präparation des Sensors so-
wie der folgende analytische Schritt können durch die jeweilige Rotverschiebung der Plasmonreso-
nanz und dem Anstieg der Streuintensität direkt verfolgt werden (siehe Text für detaillierte Beschrei-
bung). 
Im vorangegangenen Abschnitt (Funktionalisierung von Nanopartikeln mit einzelsträngiger 
DNA) wurden Methoden beschrieben, die zu einer Steigerung des Signals (größere Rotver-
schiebung) nach der Hybridisierung führen sollen. Dabei wurde zum einen die Fänger-DNA 
auf der Oberfläche mit MCH verdünnt, zum anderen die Fänger-DNA durch einen Abstands-
halter (poly-A-Spacer) von der Oberfläche entfernt, oder die Thiol-Gruppe aktiviert. Diese 
Varianten der Beschichtung wurden nun hinsichtlich ihres Effektes auf die Signaländerungen 
bei der Hybridisierung geprüft. In Abbildung 4.17 sind die Resonanzänderungen der Nanopar-
tikel nach Hybridisierung der Ziel-DNA, in Abhängigkeit von den Immobilisierungsbedin-
gungen, aufgetragen. Als Referenz wurden Messungen nach Inkubation mit Hybridisierungs-
puffer (2 x SSC; gestrichelte Linie) und mit nicht-komplementärer DNA verwendet (a). Der 
Unterschied zwischen einer Ko-Adsorption von MCH (c) und ohne MCH (b) war nicht detek-
tierbar, da beide eine Rotverschiebung von etwa 2 nm aufzeigten. Lediglich der Abstandshal-
ter in dem DNA-Strang (d), durch mehrere aufeinanderfolgende Adenin-Basen, konnte eine 
weitere Änderung der Resonanzposition um ca. 0,6 nm bewirken. Die Aktivierung der Thiol-
Gruppe (e) hatte dagegen keinen Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz, es war keine wei-
tere Rotverschiebung erkennbar. 




Abbildung 4.17: Resonanzverschiebung nach Anbindung der Analyt-DNA nach verschiedenen Immo-
bilisierungsbedingungen. Die gestrichelte Linie gibt das Signal für Puffer allein an. In (a) sind die 
Fänger-DNA und die nicht-komplementäre Analyt-DNA als Negativkontrolle dargestellt. In (b)-(e) 
wurde jeweils komplementäre DNA an die Fänger-DNA hybridisiert, dabei in (b) an Fänger-DNA mit 
Thiol-Gruppe, in (c) an thiol-DNA und MCH in einer gemischten Monolage, in (d) an eine derartige 
gemischte Monolage mit Fänger-DNA, die einen zusätzlichen poly-Adenin-Abstandshalter besitzt, und 
in (e) an die zuletzt genannte Kombination mit durch TCEP voraktivierter Thiol-Gruppe (siehe auch 
Abschnitt Material/Methoden). 
4.4.2. Quantitativer Nachweis von DNA 
Neben dem qualitativen Nachweis von hybridisierter einzelsträngiger DNA sollte im folgen-
den Abschnitt die Empfindlichkeitsgrenze des Sensors bezüglich der Menge an eingesetzter 
Analyt-DNA untersucht werden. Hierzu wurden DNA-Konzentrationen in einem Bereich von 
10 µM bis 10 pM untersucht. Um eine bestmögliche Hybridisierungseffizienz zu erreichen, 
wurde die Sensorschicht für alle folgenden Messungen mit MCH inkubiert und die Fänger-
DNA mit poly-A-Spacers verwendet. In Abbildung 4.18 sind die Werte für jeweils 25 indivi-
duelle Goldkugeln dargestellt, wobei die Konzentration der Analyt-DNA ausgehend von 10 
µM um jeweils eine Zehnerpotenz herabgesetzt wurde. Im Bereich von 1 µM und 10 µM 
konnte eine ähnliche Rotverschiebung nach Anbindung der DNA von etwa 2,6 nm gemessen 
werden. Nach weiterer Abnahme der DNA-Konzentration ist ein Signalabfall zu verzeichnen. 
4. Kapitel   Ergebnisse 
 
69 
Im Bereich von 100 nM bis 10 nM sinkt die Verschiebung der Plasmonresonanz bis auf 1,5 
nm. Bei dem Einsatz geringerer DNA-Konzentrationen konnten kein Unterschied mehr zum 
Einsatz von nicht-komplementärer DNA (0,4 nm Verschiebung; gestrichelte Linie) festge-
stellt werden, womit die Nachweisgrenze von einzelsträngiger komplementärer DNA für die-
ses System bei 10 nM ermittelt wurde. 
 
Abbildung 4.18: Abhängigkeit des Sensorsignals von der Konzentration der Analyt-DNA. Die Sätti-
gung der Oberfläche ist ab Konzentrationen höher als 1 µM zu beobachten, während die Nachweis-
grenze bei 10 nM DNA liegt. Als Kontrolle diente nicht-komplementäre DNA (1 µM, gestrichelte Li-
nie). 
4.4.3. Verstärkung des Sensorsignals 
Das Detektionslimit für den Nachweis der Analyt-DNA wurde im vorherigen Abschnitt er-
mittelt. Da in einer Probenlösung (beispielsweise Zellextrakt) durchaus geringere Konzentra-
tionen an DNA-Molekülen vorliegen können (in den Versuchen wurde mit [c] = 1 µmol/l 
immer ein Überschuss an DNA eingesetzt), wurde nach einer Möglichkeit gesucht, das Signal 
für die Hybridisierung zu verstärken. Hierfür wurde ein Ansatz gewählt, der bereits in der 
Literatur gut bekannt ist: die sehr hohe Affinität von Biotin-Molekülen zu dem bakteriellen 
Protein Streptavidin. Durch die weitere Brechungsindexänderung, bei gleichzeitiger deutli-
cher Zunahme der Schichtdicke an Biomolekülen auf der Partikeloberfläche, sollte das LSPR-
Signal durch die Anbindung von Streptavidin-Goldnanopartikel-Konjugaten (SA-Gold) über 
die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung verstärkt werden. 
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Um eine größere Verschiebung der Plasmonresonanz bei geringen Mengen an DNA-
Strängen zu erhalten, muss der lokale Brechungsindex erhöht werden, sobald Analyt-DNA an 
die Fänger-DNA gebunden hat. Einen Ansatz stellt dabei die Biotinylierung der nachzuwei-
senden DNA dar. Hat die Hybridisierung erfolgreich stattgefunden, kann dann in einem wei-
teren Schritt SA-Gold hinzugegeben werden, welches durch die hohe Affinität von Streptavi-
din zu Biotin direkt an die hybridisierten DNA-Moleküle bindet. Der zusätzlich gebundene 
Goldnanopartikel bewirkt eine größere Verschiebung der Plasmonresonanz als die hybridi-
sierten DNA-Moleküle. Dadurch können bereits geringere Konzentrationen an Ziel-DNA, 
nach Anbindung von SA-Gold, eine größere Änderung im Streuspektrum bewirken. 
Im Experiment wurden Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 20 nm, welche 
mit Streptavidin-Molekülen funktionalisiert waren, für die Signalverstärkung eingesetzt. Zu-
nächst wurde die DNA, zum Vergleich mit den Ergebnissen aus Abschnitt 2, mit einer Kon-
zentration von 1 µM eingesetzt. Abbildung 4.19 zeigt die resultierenden Änderungen der 
Plasmonresonanz nach der Anbindung von SA-Gold. Als Positivkontrolle wurde bereits die 
Fänger-DNA mit Biotin modifiziert, als Negativkontrolle wurden entweder nur die Pufferlö-
sung (1 x PBS) oder Goldnanopartikel ohne Streptavidin-Umhüllung verwendet. Zusätzlich 
wurde in einem Versuch die Hybridisierung von Fänger- und Ziel-DNA bereits vor der Im-
mobilisierung auf dem Chip durchgeführt, um eventuelle Signalverluste der on-Chip-
Hybridisierung nachzuweisen. Die Positivkontrollen zeigen die erwartete höhere Verschie-
bung durch das Weglassen des Hybridisierungsschrittes, während die Negativkontrolle mit 
1 x PBS keine Änderung der Resonanzbedingungen zur Folge hat. Während die einfache 
Hybridisierung eine Rotverschiebung von ca. 2,6 nm zur Folge hatte (siehe Abbildung 4.17-
d), konnte nach der SA-Gold-Anbindung eine weitere Verschiebung von etwa 3 nm detektiert 
werden (c). Somit konnte durch diese Modifikation der Methode eine klare Sensitivitätsstei-
gerung erreicht werden. 




Abbildung 4.19: Verstärkung des Hybridisierungssignals durch Anbindung von Goldnanopartikel an 
DNA mittels Biotin-Streptavidin-Bindung. Die Positivkontrolle (a) zeigt das Signal nach Anbindung 
von SA-Gold an die Biotin-markierte Fänger-DNA. In (b) und (c) wurde die Analyt-DNA an den Fän-
ger hybridisiert, wobei jeweils die Fänger-DNA (c) und die Analyt-DNA Biotin-markiert wurde. Die 
Inkubation der DNA-Probe ohne Biotin-Markierung mit SA-Gold (d) und die Inkubation von Biotin-
markierter-DNA mit Puffer-Lösung (e) wurde als Negativkontrolle verwendet. 
4.4.4. DNA-Sandwich-System 
Ein übliches Bindungsprinzip für Analytmoleküle bei Biochips und Sensoren stellt die Ver-
wendung eines DNA-Sandwich-Systems dar. Die Anwendbarkeit der Mikrospektroskopie für 
den Nachweis von Hybridisierungsereignissen und die Abstandsabhängigkeit sollte durch den 
Einsatz dieses Systems geprüft werden. Hierbei wurde nicht nur ein erster, sondern auch ein 
zweiter Hybridisierungsschritt experimentell nachgewiesen werden. Das DNA-Sandwich-
System bestand dabei aus einem Fänger-Oligonukleotid von 20 Basen, das auf der Partikel-
oberfläche immobilisiert wurde. Eine sogenannte Linker-DNA mit einer Länge von 46 Basen 
wurde im ersten Schritt an den Fänger hybridisiert (vergl. 4.20-e). Im zweiten Schritt wurde 
wiederum ein kurzes und entsprechend komplementäres DNA-Molekül (Fill) von 20 Basen 
an den zweiten Teil des Linkers hybridisiert (vergl. 4.20-d). Zusätzlich wurden einzelne Ab-
schnitte des Sandwich-Systems vor der Anbindung auf dem Goldpartikel hybridisiert, um 
auch hier den Vergleich zwischen den Hybridisierungsschritten in Lösung und auf dem Chip 
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(und damit auf dem Nanopartikel) zu überprüfen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.20 dar-
gestellt. 
 
Abbildung 4.20: Untersuchung einzelner Hybridisierungsschritte an einem DNA Sandwich-System. 
Dargestellt ist die Resonanzverschiebung des Partikelspektrums nach Modifizierung mit DNA. Der 
Zustand vor der Modifizierung ist unter dem Diagramm schwarz gekennzeichnet. Der Zustand nach 
der Immobilisierung bzw. Hybridisierung von DNA auf dem Partikel ist rot dargestellt. 
Die Änderung nach Anbindung der Fänger-DNA (a) entspricht dem gleichen Resultat wie in 
Abbildung 4.15-d. Eine deutlich größere Rotverschiebung des Streuspektrums ist nach der 
Hybridisierung des Linker-Moleküls zu verzeichnen (b), während sich nach der Anbindung 
von Fill (c) eine geringere Verschiebung von 1 nm nachweisen lässt. Die Gesamtverschiebung 
von Fänger, Linker und Fill ergibt nach Addition der einzelnen Resonanzänderungen etwa 
17 nm. Vergleichend dazu kann man die einzelnen Komponenten des DNA-Sandwich-
Systems erst hybridisieren und anschließend auf dem Nanopartikel aufbringen (f). Die Ände-
rung hier beträgt 13 nm und ist damit geringer als nach den einzelnen Hybridisierungsschrit-
ten. Wiederum ergeben Linker und Fill zusammen eine Verschiebung von 11 nm (e), während 
Fänger und Linker (d) addiert etwa 10 nm Verschiebung zeigen. 
 Die Abhängigkeit der Resonanzänderung von der Masse der angebundenen DNA-
Stränge und deren Abstand zur Sensoroberfläche lässt sich auch über eine Beziehung zum 
Molekulargewicht darstellen. Für jeden DNA-Strang kann das Molekulargewicht ermittelt 
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werden, da die atomare Masse von Nukleotiden eines DNA-Stranges durchschnittlich 330 Da 
beträgt. Die Ergebnisse in Abbildung 4.21 belegen dabei deutlich, dass eine Abhängigkeit von 
angebundener Molekülmasse und Änderung der Resonanzposition vorhanden ist. Im Bereich 
bis 15 kDa kann dabei eine große Signaländerung zu sehen, während die Resonanzänderung 
ab 15 kDa kleiner wird. Der Einfluss des Signals auf die Entfernung des angebundenen DNA-
Stranges von der Partikeloberfläche kann hier ebenfalls verdeutlicht werden (siehe Daten-
punkte bei 7 kDa). Beide angebundenen DNA-Stränge haben das gleiche Molekulargewicht, 
der einzige Unterschied liegt jedoch in der Entfernung zur Sensoroberfläche, die durch die 
Fänger-DNA bestimmt wird. Während der Strang mit geringerer Entfernung zur Oberfläche 
eine Resonanzverschiebung von 2,6 nm zeigt, liegt die Änderung bei größerer Entfernung nur 
noch bei 1 nm.  
 
Abbildung 4.21: Das Molekulargewicht der jeweils angebundenen DNA und die resultierende Ände-
rung der Resonanzlage. Deutlich ist die Zunahme des LSPR-Signals bei steigendem Molekulargewicht 
zu erkennen. Ab 15 kDa ist die Signaländerung bei zunehmendem Gewicht der DNA deutlich geringer 
als unter 15 kDA. 
4.4.5. Nachweis von Phytophthora-Arten - Biologische Applikation 
Das sensorische Potential metallischer Nanopartikel für die DNA-Analytik und deren prakti-
sche Anwendbarkeit sollte in diesem Abschnitt anhand der Identifizierung von Bakterienarten 
der Gattung Phytophthora geprüft werden. Als Untersuchungsobjekte dienten DNA-
Sequenzen der Arten Phytophthora kernoviae und Phytophthora ramorum. Diese, der Klasse 
der Eipilze (Pernosporomycetes) [Dick 2001] zugehörigen, Pflanzenpathogene kommen als 
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Parasiten oder Saprophyten vor und sind je nach Art bei Befall der Pflanzen für die charakte-
ristische Blattfärbung, die Färbung der Rinde, das Absterben der Triebe und der Wurzelfäule 
verantwortlich. Da die Phytophthora-Arten neben zahlreichen Wildpflanzen auch Nutz- und 
Kultpflanzen befallen [Brasier 2005, Rizzo 2002], kommt dem Nachweis dieser Pflanzen-
schädlinge eine umwelt-, ernährungs- und wirtschaftsbezogene Bedeutung zu. 
Zur Unterscheidung der oben genannten Phytophthora-Arten wurde eine auf der ribo-
somalen DNA befindliche ITS-Region (engl. internal transcribed spacer) gewählt, da diese 
eine hohe artspezifische Variabilität aufweist. Zunächst wurden die immobilisierten Goldna-
nopartikel mit thiol-modifizierter ssDNA (cKER für P. kernoviae bzw. cRAM für 
P. ramorum) funktionalisiert, die komplementär zu den ITS-Sequenzen der beiden Phytoph-
thora-Arten sind (KER bzw. RAM; siehe auch Abschnitt 3.1.4. für Oligo-Sequenzen). Der 
Nachweis erfolgte durch die Hybridisierung von KER und RAM an die funktionalisierten 
Nanopartikel. Als Negativkontrolle wurden RAM bzw. KER mit den nicht-komplementären-
funktionalisierten Nanopartikel inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.22 dargestellt. 
 
Abbildung 4.22: Nachweis von Phytophthora-Arten über die Resonanzänderung der Goldnanoparti-
kel. a) und b) wurden mit P. kernoviae-spezifischer DNA funktionalisiert, c) und d) mit P. ramorum-
spezifischer DNA. In a) und c) wurde mit der komplementären Analyt-DNA inkubiert, b) und d) jeweils 
mit nicht-komplementärer DNA als Negativkontrolle (Hybridisierungsbedingungen: siehe Abschnitt 
3.2.3.1). 
Während die Negativkontrollen b) und d) mit Ausnahme von Ausreißern im Fehlerbereich der 
Messmethode liegen (Resonanzänderung < 0,5 nm), zeigen die Hybridisierungsversuche mit 
komplementärer DNA (KER an cKER und RAM an cRAM) mit 3,5 nm bzw 7,4 nm bereits 
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eine deutliche Verschiebung des Streuspektrums zu höheren Wellenlängen. Bei Konzentratio-
nen der Analyt-DNA von 1 µmol/l ist die Sättigung der Sensoroberfläche gegeben, so dass die 
nicht erfolgte Anbindung von RAM an cKER bzw KER an cRAM aufgrund der fehlenden 
Komplementarität der Basen zurückzuführen ist. Dadurch konnte die Anwendbarkeit der Ein-
zelpartikelsensorik unter den in dieser Arbeit entwickelten Testbedingungen für die Identifi-
zierung von Pyhtophthora-Arten demonstriert werden. 
4.4.6. Sensitivitätsvergleich der Nanopartikel mit EBL-strukturierten Transducern 
In Abschnitt 4.2.1 wurde bereits auf die spektrale Linienbreite von EBL-strukturierten Nano-
partikeln eingegangen. Dabei wurden Werte zwischen 50 und 70 nm ermittelt. Da die Güte 
von Nanopartikeln hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber Brechungsindexänderungen als 
Verschiebung der Plasmonresonanz je RIU gegen die Linienbreite definiert ist, wurde nun der 
Nachweis von Analyt-DNA auf EBL-Nanostrukturen mit denen der chemisch synthetisierten 
Goldkugeln verglichen. Die experimentell bestimmten Verschiebungen der Streupeaks sind in 
Abbildung 4.23 für Goldkugeln, Goldscheiben, Goldringe und Gold-Spaltringe dargestellt. 
Während die Goldscheiben eine geringe Erhöhung des Signals um etwa 1 nm Rotverschie-
bung gegenüber den 2,6 nm von Goldkugeln zeigen, zeigen die Goldringe mit 13,4 nm und 
besonders die Gold-Spaltringe mit 27,5 nm eine deutlich Änderung des Streuspektrums nach 
Anbindung der Analyt-DNA. 
 
Abbildung 4.23: Änderung der Resonanzverschiebung nach Anbindung von Analyt-DNA durch Ver-
wendung von EBL-strukturierten Nanostrukturen als Transducer. Während mit Goldscheiben eine 
vergleichbare Änderung der Resonanzposition nach DNA-Hybridisierung erreicht wird, können für 
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Goldringe bzw. Gold-Spaltringe Resonanzverschiebungen von ca. 13 nm bzw. 28 nm detektiert wer-
den. 
Aus den ermittelten Verschiebungen der Resonanzposition und den spektralen Linienbreiten 
ergaben sich folgende Sensitivitäten bzw. FOMs für die verwendeten Nanopartikel: 
Partikelart ∆λ [nm] S [nm/RIU] Linienbreite [nm] FOM 
Goldkugel 2,6 5,2 26 0,20 
Goldscheibe 3,6 7,2 45 0,16 
Goldring 13,4 26,8 68 0,39 
Gold-Spaltring 27,5 55,0 57 0,96 
Tabelle 4.1: Vergleich der sensorischen Eigenschaften verschiedener Nanopartikelarten. Dargestellt 
sind die Resonanzverschiebung nach Anbindung von Analyt-DNA und die daraus ermittelte Sensitivi-
tät der einzelnen Nanopartikel. Über die aus den Fitparametern der Streuspektren gewonnenen Li-
nienbreiten wurde der FOM bestimmt. 
In Tabelle 4.1 wird deutlich, dass die größere Signaländerung bei Goldscheiben durch die 
größere Linienbreite einen geringen FOM als die Goldkugeln aufwies. Während der FOM für 
Goldringe gegenüber den Goldkugel und Goldscheiben bereits doppelt so groß ist, zeichnen 
sich die Gold-Spaltringe durch eine besonders hohe Sensitivität bei einem FOM von 0,96 aus. 
Zusammengefasst ließ sich beobachten, dass die EBL-strukturierten Nanopartikel zwar eine 
2- bis 3-fach so große Linienbreite zeigen, ihr FOM allerdings durch die mit bis zu 10-fach 
größere Rotverschiebung ebenfalls deutlich größer ist. 
4.4.7. Qualitativer Nachweis von Proteinen 
Neben dem Nachweis der Hybridisierung einzelsträngiger DNA mit dem jeweils komplemen-
tären Doppelstrang liefern traditionell insbesondere Antigen-Antikörper-Interaktionen wichti-
ge diagnostische Informationen, wie z. B. über Infektionen mit Krankheitserregern bzw. deren 
infektiöse Ausscheidungsprodukte. Der hier entwickelte Nanosensor sollte in einem Proof-of-
Principle-Versuch den Nachweis der Antigen-Antikörper-Interaktion auf, mit Modell-
Antikörpern funktionalisierten, Goldnanopartikeln erbringen. 
Das nachzuweisende Antigen wurde für zwei Stunden auf dem vorbereiteten Sensor 
(siehe Abschnitt 3.2.2.2.: Funktionalisierung mit Antikörpern) bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach anschließendem Waschen wurden die Einzelpartikel erneut vermessen. Im Dunkelfeld 
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konnte eine sichtbare Zunahme der Streuintensität dieser Partikel beobachtet werden, bei ei-
nigen sogar eine Farbänderung vom Grünen ins Gelbliche, was auf ein weiteres Wachstum 
der Proteinhülle um den Nanosensor hindeutete. Dieses Ergebnis konnte anschließend mittels 
Streuspektroskopie belegt werden. Hier konnte ein weiterer Anstieg der Streuintensität sowie 
eine deutliche Rotverschiebung der Resonanzposition verzeichnet werden (Abbildung 4.24). 
 
Abbildung 4.24: Dunkelfeldaufnahmen und Streuspektren eines 80 nm Gold-Nanopartikels (a) nach 
Funktionalisierung mit einem Antikörper (b) und nach Anbindung des entsprechenden Antigens (c). 
Eine messbare Rotverschiebung kann für jeden Schritt beobachtet werden und ein Anstieg der Streuin-
tensität ist sichtbar. Die Dunkelfeldbilder bestätigen diese Änderung des lokalen Brechungsindex 
durch eine Farbänderung von grün zu hellgelb bei einem zusätzlichen Anstieg der Helligkeit nach 
jedem Schritt. 
Mit Hilfe der Mie-Theorie ist es möglich, die Änderung der Resonanzwellenlänge von Nano-
partikeln nach der Anbindung von Antigenen bzw. Antikörpern zu ermitteln. Für die Berech-
nung sind dabei bekannte Faktoren, wie Material (Gold) und Durchmesser (80 nm) der Parti-
kel, zu berücksichtigen. Zusätzlich sind aus der Literatur der Brechungsindex von Proteinen 
(nProtein = 1,5) sowie deren hydrodynamischer Durchmesser (welcher über die Molekülmasse 
berechnet werden kann [Squire 1979]) bekannt, der als Dicke der Proteinhülle um den Nano-
partikel angenommen wird. In Abbildung 4.25 ist die maximale Verschiebung der Plasmonre-
sonanz in Abhängigkeit von verschiedenen Schichtdicken dargestellt. Es werden Schichtdi-
cken von 3 nm für das Antigen und 6 nm für den Antikörper angenommen. Aus diesen Daten 
ergibt sich eine Gesamthöhe des Antigen-Antikörper-Komplexes von etwa 9 nm. Diese Be-
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rechnungen dienten als Grundlage für die Abschätzung der Oberflächenbedeckung im Expe-
riment. Dabei wurden die Streuspektren individueller Goldkugeln vor und nach der Anbin-
dung von Antigen und/oder Antikörper gemessen. Die ermittelten Verschiebungen der maxi-
malen Position der Streuspektren sind in Abbildung 4.25 dargestellt. 
 
Abbildung 4.25: Resonanzverschiebung der Streuspektren einzelner Gold-Nanopartikel nach Anbin-
dung von Antigenen und/oder Antikörpern.  Die theoretisch berechneten Werte sind als rot dargestellt. 
Das Antigen (links) zeigt dabei die geringste Änderung, während bei zunehmender Molekülgröße von 
Antikörper (Mitte) zum Antigen-Antikörper-Komplex die Verschiebung deutlich größer wird. 
Aus der berechneten und gemessenen Änderung der Resonanzposition konnte der Bede-
ckungsgrad der Partikeloberfläche abgeschätzt werden. Dazu wurde der Mittelwert der Ver-
schiebung in einem Plot mit der über die Mie-Theorie bestimmten Bedeckungsdichte aufge-
tragen (siehe Abbildung 4.26). Dabei wurde eine Bedeckung der Oberfläche von etwa 58 % 
für das nachzuweisende Antigen mit den erwähnten Annahmen der Schichtdicken abge-
schätzt. 




Abbildung 4.26: Die Peak-Wellenlänge ist als Plot der relativen Resonanzverschiebung und der resul-
tierenden Oberflächendichte der Proteinhülle dargestellt. Der lineare Fit erlaubt dabei die Vorhersa-
ge über die Dichte der Partikel-gebundenen Antigene anhand der gemessenen spektralen Verschie-
bung bei bekannter Schichtdicke sowie bekanntem Brechungsindex.  
4.5. Vergleich LSPR - SPR 
Die beschriebenen Untersuchungen zur Anbindung von einzelsträngiger DNA auf funktiona-
lisierten Nanopartikeln sollten mit den Ergebnissen zu Hybridisierungsversuchen auf planaren 
Goldsubstraten unter Verwendung der SPR-Spektroskopie verglichen werden. Dazu wurden 
die Inkubationszeiten und Konzentrationen für die Fänger-Anbindung und Analyt-
Hybridisierung gleich gewählt. Die Fänger-DNA wurde nach dem Protokoll für die LSPR-
Sensorik auf der Goldoberfläche angebunden. Nach dem Einlegen des SPR-Substrats in das 
SPR-Spektrometer wurde die Analyt-DNA über die funktionalisierte Gold-Oberfläche geleitet 
und die Brechungsindexänderung über die Zeit gemessen (siehe Abbildung 4.27). Nach dem 
Spülen mit Laufpuffer konnte die ungebundene bzw. unspezifisch angelagerte Analyt-DNA 
entfernt werden, während das resultierende Signal die erfolgreiche Hybridisierung widerspie-
gelt. In Abbildung 4.28 ist sie Signaländerung für verschiedene Analyt-Konzentrationen auf-
getragen (schwarz Punkte). Aus den Parametern der Fit-Funktion (rote Linie) können die As-
soziationskonstante und das Detektionslimit bestimmt werden. 




Abbildung 4.27: (A) SPR-Signal für verschiedene Konzentrationen der Analyt-DNA. Nach dem Spülen 
mit Laufpuffer gibt das resultierende Signal, abzüglich der Basislinie (Signal vor Zugabe von Analyt-
DNA), die Brechungsindexänderung durch die hybridisierte DNA an. (B) Vergrößerte Darstellung des 
resultierenden Signals (siehe Kasten in (A)) nach erfolgter Hybridisierung und Waschprozess. 
 
Abbildung 4.28: SPR-Signaländerung nach Anbindung verschiedener DNA-Konzentrationen. Bei 
Konzentrationen über 1 µmol/l ist keine weitere Signalzunahme zu detektieren, während Konzentrati-
onen unter 1 nmol/l nicht mehr nachweisbar sind. Aus den Parametern der Fit-Kurve (rot) kann die 
Assoziationskonstante von 2,4*107 M-1 bestimmt werden. 
Zum Vergleich der LSPR- und SPR-Ergebnisse für den sensorischen Nachweis von Hybridi-
sierungsereignissen auf individuellen Goldnanopartikeln und planaren Goldsubstraten sind 
alle wichtigen Daten nochmals in Tabelle 4.2 aufgelistet. Der deutliche Unterschied der Sen-
soroberfläche einer 80 nm-Goldkugel gegenüber der planaren Goldoberfläche des SPR-Chips, 
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der etwa das 530-millionenfache beträgt, sticht besonders hervor. Während die zu detektie-
rende DNA-Konzentration für die SPR-Versuche um eine Zehnerpotenz niedriger lag als bei 
den LSPR-Experimenten, so ist die tatsächlich auf dem Nanopartikel nachgewiesene Anzahl 
an DNA-Strängen deutlich geringer. Mit knapp über 2000 Molekülen (ausgehend von der 
maximalen Bedeckungsdichte) detektiert eine 80 nm Goldkugel etwa 5*107 Mal weniger Mo-
leküle als das SPRS. Aus den Ergebnissen zur Konzentrationsabhängigkeit des Analyt-
Nachweises lässt sich über eine Fit-Kurve (Hill-Fit) die Assoziationskonstante der zur DNA-
Anbindung bestimmen. Diese ist für DNA-Hybridisierungen auf einem Goldnanopartikel et-
wa 2,6 Mal größer ist als für SPR-Versuche, wodurch die höhere Affinität der Analytmolekü-
le zur Partikeloberfläche belegt wird. 
 LSPR SPR 
Transducer Goldkugel (Ø 80 nm) dünner Goldfilm (50 nm) 
Signal ∆λ [nm] ∆Θ [m°] 
Auflösungsgrenze (Z) 0,5 nm 0,073 m° (1 µRIU) 
Sensorfläche [µm2] 2,01*10-2 1,07*107 
Sensorfläche LSPR/SPR 1 5,3*108 
max. Bedeckungsdichte 3,6*103 Oligonukleotide 1,9*1012 Oligonukleotide 
Detektionslimit ssDNA 10-8 mol/l 10-9 mol/l 
Sensitivität (SB) 143 nm/RIU 66124 m°/RIU 
Sensitivität (SS) 5,2 nm/RIU 198,9 m°/RIU 
norm. Signal (S/Z) 10,4 je RIU 2724,7 je RIU 
Signal je DNA-Strang 2,9*10-3 je RIU 1,2*10-9 je RIU 
detektierbare Molekülzahl 2,1*103 Oligos 1,1*1011 Oligos 
Assoziationskonstante 6,3*107 M-1 2,4*107 M-1 
Tabelle 4.2: Vergleich der Sensoreigenschaften und Messergebnisse von LSPR und SPR für die Hyb-
ridisierung von einzelsträngiger DNA. 




Abbildung 4.29: Bulk Sensitivität (SB) der der LSPR- und SPR-Versuche. Über eine Konzentrations-
reihe mit Dimethylsulfoxid (DMSO) als Umgebungsmedium kann SB aus dem Anstieg der linearen Fit-
Gerade abgelesen werden. 
Die mit Hilfe der Einzelpartikelsensorik gewonnenen Ergebnisse zur Hybridisierungseffizienz 
(Abb. 4.30), zur Spezifität (Abb. 4.31) und zur Signalverstärkung (Abb. 4.32) wurden nach-
folgend mit den Messungen mittels SPRS verglichen. Zur besseren Veranschaulichung der 
Ergebnisse wurden die Daten auf jeweils ein DNA-System normiert (Wert auf 1 gesetzt), um 
die Signaländerung zu verdeutlichen. 
 
Abbildung 4.30: Normiertes SPR/LSPR-Signal für die Untersuchung zur Hybridisierungseffizienz. 




Abbildung 4.31: Normiertes SPR/LSPR-Signal zur Anbindung verschieden langer DNA-Fragmente. 
Vergleicht man die in Abb. 4.30 dargestellten Resultate, so wird deutlich, dass zwischen dem 
Nanopartikel-Sensor und dem Goldsubstrat keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der 
angewendeten Funktionalisierungstrategie auftreten. Lediglich die Negativkontrolle 
(Abb. 4.30 a) hebt sich etwas deutlicher von den anderen Messungen ab und erlaubt damit 
eine klarere Differenzierung zwischen gebundenem und nicht gebundenem DNA-Strang. 
Werden jedoch unterschiedlich lange DNA-Fragmente bzw. gleichlange DNA-Fragmente mit 
unterschiedlichem Abstand zur Sensoroberfläche an gebunden, so sind über die Einzelparti-
kelspektroskopie deutlich größere Signalunterschiede messbar (Abb. 4.31). Während sich mit 
der SPRS das Signal bei Verdopplung der DNA-Länge ebenfalls verdoppelt, wird auf einem 
Einzelpartikel eine 4-fache Signaländerung messbar (vergleiche Abb. 4.31 U3c und Linker). 
Besitzt das DNA-Fragment die gleiche Anzahl an Basen, ist jedoch weiter von der Sensorflä-
che entfernt, so zeigt auch hier die LSPR-Sensorik eine deutlichere Signaländerung gegenüber 
der SPRS (vergleiche Abb. 4.31 Fill und U3c). 




Abbildung 4.32: Normiertes SPR/LSPR-Signal zur Signalverstärkung mittels Nanopartikelanbindung. 
Die Signalverstärkung durch die Anbindung von SA-Gold an die biotinylierte Analyt-DNA 
zeigt eine etwas größere Signaländerung für das planare Sensorsubstrat. Während sich das 
Signal um etwa das 2,5-fache verändert, wird auf dem Einzelpartikelsensor das Signal ledig-
lich verdoppelt. Zusammengefasst lässt sich der Nachweis von Hybridisierungsereignissen 
auf beiden Systemen mit vergleichbaren Ergebnissen durchführen, wobei die LSPR-Sensorik 
besonders in ihrer Spezifität einen deutlichen Vorteil hat. 
 
 




5.1. Grenzen der Einzelpartikelspektroskopie 
Im ersten Schritt wurde die Einzelpartikelspektroskopie hinsichtlich ihrer Auflösungsgrenze 
für die Biosensorik untersucht. Dabei wurden sowohl systematische als auch gerätebedingte 
Fehlerquellen in die Auswertung der Streuspektren einbezogen. Vor der Messung der 
Streuspektren waren hier besonders die Reinigungsschritte vor der Partikel-Immobilisierung 
auf dem Glassubstrat wichtig. Nur so konnte hohes Signal-Rausch-Verhältnis erlangt werden, 
da bereits kleinste Kontaminationen störend das einfallende Licht gestreut haben. Nach Fixie-
rung der Nanopartikel wurde deren Dichte und Verteilung auf dem Substrat mit Hilfe der 
Dunkelfeldmikroskopie bestimmt. Ein minimaler Abstand der Partikel von etwa 1 µm war 
nötig, um optische und elektrische Kopplungseffekte zwischen den Partikeln zu verhindern, 
die einen großen Einfluss auf das Streuspektrum des einzelnen Partikels haben konnten. Hatte 
man beispielsweise zwei Nanopartikel mit einem Abstand von weniger als 500 nm beieinan-
der liegen, so wurde im Dunkelfeldbild lediglich ein einziger Streuquerschnitt sichtbar. Das 
resultierende Streuspektrum wäre dann die Summe der Flächen unterhalb der individuellen 
Spektren der beiden Partikel (siehe Schema in Abb. 5.1). 
 
Abbildung 5.1: Streuspektrum von dicht benachbarten Nanopartikeln (schwarz). Das Spektrum ergibt 
sich aus dem Flächeninhalt unter den individuellen Streuspektren der beiden Nanopartikel (blau und 
rot). 
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Für die biosensorische Anwendung hätte das einen großen Nachteil. Das resultierende 
Streuspektrum kann sich durch diese Addition der einzelnen Spektren sowohl zu höheren, als 
auch zu niedrigeren Wellenlängen verschieben, wodurch eine Aussage über die Interaktion 
von Biomolekülen schwer nachvollziehbar wäre. Daher mussten die Glassubstrate mit den 
immobilisierten Nanopartikel immer mittels Rasterkraftmikroskopie untersucht werden, um 
Partikelaggregate und einzelne Nanopartikel unterscheiden zu können. Gleichzeitig konnten 
Partikel, die stark in Form und Größe von den verwendeten Nanoteilchen abwichen, detektiert 
werden, um sie bei folgenden Messungen auszuschließen. 
 Für eine weitere Erhöhung des Signal-Rausch-Verhältnisses war die Spektrenprozes-
sierung wichtig, um den Einfluss aller Lichtquellen zu minimieren. Die systematischen Fehler 
wurden durch Mehrfachmessungen der Nanopartikel nach Waschschritten in Salzpuffer unter-
sucht. Hier  konnte gezeigt werden, dass sich eine geringe Rotverschiebung der Resonanzpo-
sition von ca. 0,5 nm nicht gänzlich vermeiden ließ, was vermutlich durch lokale Brechungs-
indexänderungen durch nicht entfernte Salzreste bzw. Wassermoleküle hervorgerufen wurde. 
Zusätzlich waren die genaue Positionierung im Messfleck des Spektrometers und die Fokus-
sierung der zu vermessenden Nanopartikel notwendig, um weitere Fehlerquellen durch die 
Optik des Mikroskop-Aufbaus zu vermeiden. 
5.2. Optische Eigenschaften von Edelmetall-Nanopartikeln 
Warum die Wahl des Signalwandlers auf individuelle Nanopartikel – anstatt auf Partikel-
Ensemble – fiel, wurde bereits in der Einleitung erörtert. Beide Varianten haben dabei ihre 
Vor- als auch Nachteile. Konventionelle Extinktionsspektren von Partikelkollektiven umfas-
sen für gewöhnlich über 1010 Nanopartikel in 1 ml Lösung. Diese Methode ist daher sinnvoll, 
wenn man die optischen Eigenschaften von monodispersen Nanopartikellösungen bestimmen 
möchte. Da die lokalisierte Oberflächenplasmonresonanz allerdings stark von der Form und 
Größe der Nanopartikel abhängig ist, zeigt die Extinktionsspektroskopie signifikante Limitie-
rungen hinsichtlich der Untersuchung komplexer, polydisperser Partikellösungen. In Partikel-
Populationen mittelt sich die Resonanzlage über viele Nanopartikel aus, wodurch sie eine 
relative große Linienbreite gegenüber dem Einzelpartikelspektrum zeigen. Die Einzelpartikel-
spektroskopie liefert daher im Vergleich zur Ensemble-Spektroskopie eine genauere Aussage 
über die spektrale Information individueller Nanopartikel [Sönnichsen 2001]. Neben einer 
geringeren Konzentration des nachzuweisenden Analyten hat die Einzelpartikelmessung wei-
tere Vorteile gegenüber den Ensemble-Messungen. Besonders die inhomogene Verbreiterung 
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der optischen Spektren durch die zwangsläufig bei Ensemble-Messungen auftretende Größen-
verteilung kann als Nachteil gegenüber dem Einzelpartikel-Assay gewertet werden. 
 Nach der Fehler-Minimierung und Bestimmung der Auflösungsgrenze musste eine 
geeignete Partikelart für die biosensorische Anwendung gewählte werden. Dazu wurden so-
wohl chemisch synthetisierte als auch durch Elektronenstrahllithographie hergestellte Nano-
partikel untersucht. Die von Gustav Mie publizierte Theorie über kolloidaler Lösungen aus 
Edelmetall-Nanopartikeln beschreibt, dass deren optische Eigenschaften von intrinsischen 
(Größe, Form, Material) und extrinsischen (Brechungsindex des Umgebungsmediums) Fakto-
ren abhängig sind. Mit Hilfe der Mikrospektroskopie (hier eingesetzt als: Einzelpartikelspekt-
roskopie) konnten in der vorliegenden Arbeit die Einflüsse dieser Faktoren auf Einzelpartikel-
ebene untersucht werden. Dabei wurden die zu untersuchenden Nanopartikel mit Weißlicht 
seitlich durch einen Dunkelfeldkondensor beleuchtet und das resultierende Streulicht von ei-
nem Mikroskop-Objektiv eingefangen. Weitergeleitet an ein Gitterspektrometer, konnte das 
ankommende Streulicht ausgewertet und als Spektrum dargestellt werden. Neben der Streuin-
tensität waren dabei vor allem die Position des Streupeaks und die Linienbreite der Spektren 
auswertbare Größen für den Vergleich der optischen Eigenschaften verschiedener Nanoparti-
kel. Zum Vergleich wurden sowohl chemisch synthetisierte Nanopartikel als auch mittels 
EBL strukturierte Nanostrukturen herangezogen. Im Herstellungsprozess hatten die lithogra-
phisch hergestellten Nanopartikel den Vorteil, dass sie sich bereits auf einem Substrat und in 
definierten Abständen zu den anderen Partikeln befinden. Die Substratbedeckung der che-
misch synthetisierten Nanopartikel wurde über die die Verdünnung der Partikellösung und die 
Inkubationszeit eingestellt, wodurch sich Partikelcluster auf der Oberfläche nicht immer ver-
hindern ließen. Da die Dunkelfeldmikroskopie dicht benachbarte Nanopartikel (Abstand unter 
500 nm) nicht als einzelne Punkte auflösen kann, war eine Rasterkraftmikroskopie-Aufnahme 
vor der Messung der Streuspektren hilfreich. 
 Als potentielle Transducer für die Biosensorik wurden Goldkugeln, Golddreiecke und 
Silberdreiecke (alle chemisch synthetisiert), aber auch Goldscheiben, Goldringe und Gold-
spaltringe (alle EBL-Strukturen) hinsichtlich ihrer optischen Eigenschaften untersucht. Dabei 
lagen die Resonanzmaxima im Bereich von 550 nm bis 650 nm, während lediglich die Ring- 
und Spaltringstrukturen Licht bei 750 nm bis 850 nm streuen. Die spektrale Linienbreite lag 
für die verwendeten bottom-up-Nanopartikel bei maximal 40 nm, wobei besonders die Gold-
kugeln und Golddreiecke mit ca. 25 nm sehr schmale Linienbreiten aufwiesen. Die Streuspek-
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tren der top-down-Nanopartikel waren mit Werten zwischen 40 nm und 70 nm deutlich breiter 
als die der chemisch synthetisierten Nanoteilchen. 
 Die Untersuchungen zur Anwendbarkeit der Einzelpartikelspektroskopie für die DNA- 
und Proteinanalytik wurden mit 80 nm Goldkugeln als Transducer durchgeführt. Neben der 
einfachen Synthese dieser Partikel waren die schmale Linienbreite und die relativ hohe 
Streuintensität von Vorteil. Zudem konnte in Bezug auf die Größe der Goldkugeln bereits 
gezeigt werden, dass ein Durchmesser von 80 nm einen besonders hohen FOM aufweist 
[Kvasnička 2008]. Für das verwendete Material (Gold) der Nanopartikel sprach die gute 
Funktionalisierbarkeit über die Thiol-Gold-Wechselwirkung sowie deren Langzeitstabilität. 
Besonders die ebenfalls untersuchten Silberdreiecke zeigten Oxidations- und Alterungspro-
zesse an Luft, wobei sich die dadurch verursachten Form- und Größenänderungen als große 
Nachteile herausgestellt haben. 
5.3. Biosensorik auf Nanopartikeln - Theoretische Betrachtung 
Neben Untersuchungen zu den optischen Eigenschaften von Edelmetall-Nanopartikeln wurde 
gleichzeitig die Möglichkeit genutzt, lokale Brechungsindexänderungen über eine Verschie-
bung des Streuspektrums zu höheren Wellenlängen mit Hilfe der Einzelpartikelspektroskopie 
zu detektieren. Die Mie-Theorie für Schalenpartikel wurde eingesetzt, um bereits vor der Aus-
führung der Experimente auf das zu erwartende Ergebnis schließen zu können. Hierzu wurde 
angenommen, dass die nachzuweisenden Biomoleküle fest mit der Partikeloberfläche verbun-
den sind. Sie bilden um das Nanopartikel eine wenige Nanometer dicke Schicht, deren Bre-
chungsindex vom jeweiligen Molekül abhängig ist. Zusätzlich ist der Brechungsindex des 
Partikel-umgebenden Mediums als auch des Partikels selbst bekannt, wodurch die Resonanz-
verschiebung einer 80 nm großen Goldkugel für die verschiedenen Schichtdicken an Biomo-
lekülen berechnet werden konnte. 
 Aus den Berechnungen konnte ermittelt werden, dass sich unabhängig vom Umge-
bungsmedium eine Verschiebung der Resonanzwellenlänge zu höheren Wellenlängen durch 
Anlagerung von Proteinen oder DNA ergibt. Dabei ist die Resonanzänderung umso größer, je 
dicker die Schicht aus Biomolekülen um das Partikel ist. Es konnte eine lineare Abhängigkeit 
der Resonanzposition zum Wachstum der Hülle gezeigt werden. Eine stärkere Verschiebung 
des Streuspektrums konnte für Luft als Umgebungsmedium ermittelt werden, während die 
Änderung in einem flüssigen Medium geringer ausfällt. Zurückzuführen ist das auf die gerin-
gere Änderung des Brechungsindex von Wasser zu Biomolekül, die bei ∆n = nBio – nWasser = 
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0,17 liegt. Bei Messungen an Luft hingegen läge ∆n bereits bei 0,5 und wäre damit deutlich 
größer als in Wasser. Für Endpunktmessungen zur Bestimmung von geringen Molekülkon-
zentrationen kann durch die Messung an Luft eine Verbesserung der Nachweisgrenze erwartet 
werden und kam daher für die experimentelle Bestimmung von Biomolekül-Interaktionen 
zum Einsatz. 
5.4. (Bio-) Funktionalisierung des Signalwandlers 
Die Funktionalisierung der Nanopartikel unter verschiedenen Immobilisierungskonditionen 
wurde mit Hilfe der Mikrospektroskopie charakterisiert, da bereits kleinste Änderungen der 
Oberflächenbedeckung einen Einfluss auf das Streuspektrum der Partikel hatten. Während die 
Inkubation der Goldkugeln mit unmodifizierter Fänger-DNA nur eine leichte Änderung des 
Streupeaks aufgrund von unspezifischer Anlagerung der DNA zur Folge hatte, konnte durch 
die Verwendung einer Thiol-Gruppe das Signal deutlich um etwa 4 nm verschoben werden. 
Selbst die nachfolgende Inkubation von MCH führte zu einer weiteren, wenn auch mit ca. 
0,5 nm geringen Verschiebung der Streumaxima. Grund hierfür war vermutlich die Tatsache, 
dass sich die Fänger-DNA aufgrund der durch das MCH passivierten Oberfläche weiter auf-
gerichtet hat und damit weiter in das Medium hineinragt. Außerdem wurden durch die Kon-
kurrenz der Thiol-Gruppen von MCH auch einige DNA-Stränge von der Oberfläche verdrängt 
[Georgiadis 2000]. Die Hülle aus Biomolekülen war damit dicker und bewirkte eine weitere 
Signaländerung, die mikrospektroskopisch verfolgt werden konnte. Der gleiche Effekt konnte 
für den zusätzlich eingeführten poly-A-Spacer beobachtet werden. Lediglich die Voraktivie-
rung der Thiol-Gruppe mit TCEP zeigte keinen Effekt. 
 Die dargestellten Ergebnisse können allerdings nur als Anhaltspunkt für die erfolgrei-
che Sensorpräparation verwendet werden, da die gemessenen Rotverschiebungen keine Aus-
sage über die Qualität des Nanosensors treffen können. Erst nach erfolgter Inkubation mit der 
Analyt-DNA und der damit verbundenen Änderung des Streuspektrums kann ermittelt wer-
den, welche der Methoden der Oberflächenfunktionalisierung ein verlässlich hohes Signal 
liefert und gegenüber den anderen Methoden eine besonders hohe Sensitivität zeigt. Der fol-
gende Abschnitt wird sich hauptsächlich mit der Erkennung des Analyten sowie der Quantifi-
zierung und einer möglichen Signalverstärkung beschäftigen. 
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5.5. Detektion von DNA-Hybridisierungsereignissen auf Ein-
zelpartikelebene 
5.5.1. Nachweis von Hybridisierungsereignissen und Detektionslimit 
In den Hybridisierungsversuchen wurde zunächst erfolgreich gezeigt, dass eine einzelsträngi-
ge DNA mit einer Länge von 20 Basen über die Einzelpartikelspektroskopie detektierbar ist. 
Die ermittelte Resonanzänderung nach Anbindung des Oligonukleotides, unter verschieden 
gewählten Immobilisierungsbedingungen der Fänger-DNA, konnte nicht direkt mit den in der 
Literatur beschriebenen Ergebnissen auf planaren Oberflächen verglichen werden [Demers 
2000, Getz 1999, Herne 1997, Levicky 1998]. Die erwartete Zunahme des Hybridisierungs-
signals durch die anschließende Ko-Adsorption von MCH blieb aus, was darauf zurückge-
führt werden konnte, dass die Fänger-Moleküle bereits besser zugänglich sind als auf den 
planaren Substraten. Der zusätzliche poly-A-Linker verstärkte das Signal noch etwas, da die 
zu hybridisierende Sequenz so noch weiter von der Partikeloberfläche entfernt und damit bes-
ser für das Analyt-Molekül zugänglich war. Keinen weiteren Effekt auf das Hybridisierungs-
signal hatte die voraktivierte Thiol-Gruppe. Je weniger der in der Oligonukleotid-Lösung vor-
liegenden Thiol-Gruppen Disulfidbrücken aufgebaut hatten, desto weniger Einfluss hatte die 
Aktivierung mit TCEP, wodurch sich das gleichbleibende Signal mit bzw. ohne TCEP erklä-
ren lässt. 
 Die hier ermittelte Untergrenze zur Detektion der DNA-Hybridisierung ist mit 
10 nmol/l im Vergleich zu anderen Nachweismethoden (SPR) nicht besonders empfindlich. 
Um jedoch das Signal der Mikrospektroskopie von einzelnen Nanopartikeln einordnen zu 
können, muss die Sensoroberfläche etwas näher betrachtet werden. Mit einer Oberfläche von 
lediglich 0,02 µm2 und einem Platzbedarf eines oberflächengebundenen Oligonukleotides von 
etwa 5,65 nm2 [Georgiadis 2000] ergibt sich für eine Goldkugel mit einem Durchmesser von 
80 nm eine maximale Anzahl von etwa 3600 gebundenen DNA-Strängen, die auf dem Nano-
partikel Platz finden können. Diese Zahl wiederum entspricht einer nachgewiesenen DNA-
Konzentration von ca. 1 fmol/l. Geht man nun davon aus, dass die Oberfläche aufgrund der 
Ko-Inkubation und anderen Faktoren nicht bei 100% liegt, kann die tatsächlich nachgewiese-
ne Konzentration an Analyt-DNA sogar noch geringer sein. Genau auf dieser Tatsache basiert 
der Vorteil von individuellen Goldnanopartikeln für die Biosensorik, da bereits wenige hun-
dert Moleküle über diese Methode detektierbar sind. Zudem muss angemerkt werden, dass es 
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sich bei dieser Nachweisreaktion um eine labelfreie Detektion handelt (vergleichbar der SPR-
Spektrometrie). Mit den aus der Literatur bekannten Möglichkeiten zur Signalverstärkung 
kann das Detektionslimit zusätzlich gesenkt werden (siehe Kapitel 5.4.3.). 
5.5.2. DNA-Sandwich-System 
In diesem Abschnitt wurde die praktische Anwendbarkeit der Einzelpartikelsensorik für den 
Nachweis von Hybridisierungsereignissen anhand eines DNA-Sandwich-Systems gezeigt. Die 
einzelnen Stränge dieses Systems wurden dabei sowohl mit auf dem Sensor befindlicher Fän-
ger-DNA als auch vor deren Anbindung auf dem Partikel hybridisiert. Die Hybridisierungsre-
aktionen in Lösung als auch auf dem Partikelsubstrat zeigten dabei keine Unterschiede in der 
Effizienz. Sowohl die Anbindung der vorhybridisierten Abschnitte (Abb. 4.20 c) als auch die 
schrittweise Bindung von Fänger (Abb. 4.20 a), Linker (Abb. 4.20 e) und Fill (Abb. 4.20 d) 
führte zu vergleichbaren Resonanzverschiebungen. Damit zeigte sich die Qualität des Nano-
sensors, einzelne chemische Bindungsereignisse über die Darstellung der Streuspektren indi-
vidueller Nanopartikel verlässlich nachzuweisen. 
 Ein Vergleich der praktisch ermittelten Resonanzverschiebung mit den theoretisch zu 
erwartenden Werten ergab hinsichtlich des Molekulargewichts der DNA wichtige Ergebnisse 
zur Sensitivität des Einzelpartikelsensors. DNA-Moleküle mit gleichem Gewicht lieferten bei 
weiterer Entfernung zur Sensoroberfläche die erwartete niedrigere Verschiebung der Reso-
nanzposition. Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass ab einem Molekulargewicht von 
15 kDA die Änderung der Plasmonresonanz nur noch geringfügig größer wird. 
 Schwieriger wird der Vergleich der gemessenen Resonanzänderung mit der Län-
genänderung der DNA. Anhand der Anzahl an Basen jedes DNA-Stranges lässt sich die Län-
ge (auch Konturlänge genannt) berechnen. Dabei wird zwischen einzel- und doppelsträngigen 
Bereichen unterschieden, da sich die Flexibilität (wird durch die Persistenzlänge beschrieben) 
dadurch stark verändert. Die Persistenzlänge definiert hierbei die Länge der DNA, innerhalb 
derer das DNA-Molekül starr bzw. unbeweglich ist. Für einzelsträngige DNA mit ca. 20 Ba-
sen findet man in der Literatur Persistenzlängen von ca. 1-2 nm, während sie für ein doppel-
strängiges DNA-Molekül zwischen 50-80 nm liegt [Hagerman 1988, Tinland 1997]. In 
Abb. 5.2 ist die Änderung der Konturlängen (Zustand vor und nach der Anbindung) der ver-
wendeten DNA gegen die jeweils ermittelte Resonanzänderung aufgetragen. Für die Kontur-
längen wurden dabei 0,664 nm für eine Base in einem ssDNA-Strang und 0,332 nm für ein 
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Basenpaar im dsDNA-Strang angenommen. Der C6-Linker (siehe Material/Methoden) hat 
eine Länge von ca. 0,9 nm. 
 
Abbildung 5.2: Theoretische Änderung der Konturlänge und die dabei ermittelte Resonanzverschie-
bung.  
In Abb. 5.2 wird besonders die (theoretisch) negative Längenänderung bei gleichzeitiger Rot-
verschiebung der Resonanzposition sichtbar. Aufgrund der oben angegebenen Konturlänge 
der einzelsträngigen Fänger-DNA (ssDNA doppelt so lang wie dsDNA) sollte der Abstand 
zur Sensoroberfläche größer sein als nach der Hybridisierung. Die einhergehende Verringe-
rung der Hülle um den Nanopartikel wäre also eine Verschiebung der Plasmonresonanz zu 
niedrigeren Wellenlängen zu erwarten, was in der Messung nicht der Fall ist. Grund hierfür ist 
die oben erwähnte Persistenzlänge der DNA. Die einzelsträngige Fänger-DNA steht nach der 
Immobilisierung nicht senkrecht auf der Partikeloberfläche; sie liegt vielmehr, da die Mes-
sung der Streuspektren an Luft ist, auf der mit MCH modifizierten Partikeloberfläche auf. Da 
die DNA nach der Hybridisierung eine wesentlich geringere Flexibilität aufweist, kann sie 
sich nicht auf die Oberfläche „legen“, wodurch sie gegenüber der Fänger-DNA weiter vom 
Partikel entfernt ist. Dieser Effekt hat gleichzeitig einen Einfluss auf die Anbindung der Lin-
ker-DNA. Der doppelsträngige Teil des DNA-Sandwich-Komplexes bringt den einzelsträngi-
gen Überhang weiter von der Oberfläche weg und bewirkt dadurch die weitere Verschiebung 
der Plasmonresonanz zu höheren Wellenlängen. 
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5.5.3. Biologisch relevante Anwendungsbereiche der Einzelpartikelsensorik 
Das sensorische Potential der Einzelpartikelsensorik wurde anhand des Nachweises von 
Pflanzenpathogen-Arten der Gattung Phytophthora demonstriert. Mit Hilfe von Fänger-DNA-
Sequenzen, die komplementär zur DNA der nachzuweisenden Arten waren, konnten Phytoph-
thora ramorum und Phytophthora kernoviae über die Verschiebung der Plasmonresonanz von 
individuellen Goldnanopartikeln detektiert werden. Dieser Versuch zeigt dabei den deutlichen 
Unterschied des LSPR-Signals hinsichtlich der Basen-Komplementarität der DNA-Stränge. 
Während die komplementäre Analyt-DNA eine Resonanzänderung von 4-7 nm bewirkt, so 
zeigen die Negativkontrollen, bei denen der Fänger der jeweils anderen Phytophthora-Art 
verwendet wurde, keine signifikante Änderung der Streuspektren bzw. liegen die gemessenen 
Resonanzänderungen im Fehlerbereich der Messmethode. 
 Neben dem großen Potential für den DNA-Nachweis auf Einzelpartikelbasis konnte 
auch die Detektion einer Antigen-Antikörper-Interaktion auf individuellen Goldnanopartikeln 
gezeigt werden. Ein mit Antikörpern funktionalisierter Goldnanopartikeln konnte ein zugehö-
riges Antigen über die Resonanzänderung des Transducers nachweisen. Der bekannte hydro-
dynamische Durchmesser der verwendeten Proteine erlaubte dabei Aussagen über die Bede-
ckungsdichten des Sensors mit Proteinen, da die Resonanzänderung bei Maximalbedeckung 
mit dem gemessenen Signal verglichen werden konnte. 
5.5.4. Signalverstärkung 
Die Verstärkung des Sensorsignals konnte durch die Ankopplung zusätzlicher Goldnanopar-
tikel über die Streptavidin-Biotin-Bindung erreicht werden. Als Positivkontrolle wurde die 
Fänger-DNA bereits mit einem Biotinmolekül gekoppelt, wodurch die Anbindung des Strep-
tavidin-Goldnanopartikels nicht von der erfolgreichen Hybridisierung abhängig gemacht wird. 
Die Änderung der Resonanzposition war für die direktmarkierte, einzelsträngige Positivkon-
trolle größer als nach dem Hybridisierungsschritt. Die Effizienz der Hybridisierungsreaktion 
aller auf dem Partikel gebundener DNA-Moleküle war dabei ausschlaggebend, wie stark sich 
das Signal ändert. In der Positivkontrolle waren quasi alle Fänger-Moleküle für das Sensor-
signal verantwortlich, während die nicht erfolgte Anbindung des Analyten die Sensorantwort 
abschwächte. Die Negativkontrolle zeigte wie erwartet keine signifikante Änderung des Sig-
nals nach der Inkubation mit dem Reaktionspuffer (1 x PBS). Eventuelle Schwankungen la-
gen dabei im Fehlerbereich der Messung. 
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 Für die ermittelte Signalverstärkung von ca. 100% konnte das im vorangegangenen 
Abschnitt ermittelte Detektionslimit nochmals um die Hälfte reduziert werden (auf ca. 1800 
Moleküle). Der Vision des Einzelmolekülnachweises wird man allerdings mit dieser Methode 
auch nicht nahekommen, da die Auflösungsgrenzen der Mikrospektroskopie ab Änderungen 
von weniger als 0,5 nm einfach begrenzt sind. Auch die Verwendung von anderen Labeln wie 
beispielsweise Silberdreiecke werden dieses Limit nur wenig herabsetzen können. Andere 
Möglichkeiten wären hier die Anbindung von Silbernanopartikeln, die Resonanzen weit über 
10 nm verschieben können [Sönnichsen 2005]. In der SPR-Sensorik wird dieses Prinzip der 
Signalverstärkung bereits eingesetzt, wobei auch zusätzliche Metallabscheidungen eine weite-
re Erhöhung der Sensorantwort bewirken können. Weiterhin wäre eine Signalverstärkung 
durch eine enzymatisch gesteuerte Silberabscheidung möglich, die ebenfalls eine deutliche 
Resonanzverschiebung erwarten lässt. Auf der einen Seite könnte hier auf das Enzym Meer-
rettichperoxidase zurückgegriffen werden, welches eine Abscheidung von Silber aus einer 
Silbersalzlösung katalysiert [Möller 2005]. Dieses Enzym lässt sich auch über die Biotin-
Streptavidin-Kopplung an die DNA anbinden. Zum anderen stehen auch sogenannte DNA-
Enzyme zur Verfügung, welche ähnlich der Meerrettichperoxidase eine Silberabscheidung 
katalysieren können. Die katalytische Aktivität wird durch die Zugabe von Hämin, das die 
Ausbildung sogenannter G-Quadruplex-Strukturen bewirkt, hervorgerufen [Kosman 2011]. 
5.5.5. Mögliche Transducer-Alternativen 
Eine weitere Möglichkeit zur Signalverstärkung des hier vorgestellten Sensors wurde durch 
die Wahl des Signalwandlers gezeigt. Der Vergleich der Sensitivitäten und FOMs verschiede-
ner Nanostrukturen hatte gezeigt, dass besonders EBL-strukturierte Nanopartikel, wie bei-
spielsweise Nanoringe und Nanospaltringe, sehr hohe Sensitivitäten gegenüber den chemisch 
synthetisierten Goldkugeln aufweisen. Im Versuch konnten Resonanzänderungen bis zu 35 
nm erreicht werden, während die Goldkugeln bei lediglich 2,6 nm lagen. Die Verwendung 
von Nanopartikeln, deren Form scharfe Plasmonresonanzen bedingen (z.B. Nanowürfel 
[Sherry 2005], Nanosterne [Nehl 2006]), aber auch die zusätzlich Metallisierung der Trans-
ducer durch die Abscheidung von dünnen Silberhüllen, zeigen ebenfalls hohe Sensitivitäten 
für den Nachweis von Biomolekül-Interaktionen [Park 2009, Steinbrück 2011]. Dadurch bie-
ten sich hier besonders durch die Transducer-Wahl einige Möglichkeiten der Erweiterung des 
Einzelpartikelsensors für die verschiedensten biologischen Fragestellungen. 
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5.6. Vergleich von LSPR und SPR 
Im letzten Abschnitt wurde die Einzelpartikelsensorik mit einem kommerziell angewandten, 
optischen Biosensor, der SPR-Spektroskopie, verglichen. Die Messergebnisse der LSPR- und 
SPR-Sensorik für den Nachweis von DNA-Hybridisierungen zeigten, dass die SPRS insge-
samt zwar um eine Zehnerpotenz sensitiver ist, man aber bei Vergleich der Sensorfläche sieht, 
dass die Zahl der tatsächlich nachgewiesenen Oligonukleotide auf Einzelpartikelebene deut-
lich niedriger ist. Können auf dem SPR-Substrat etwa 1,1*1011 DNA-Moleküle nachgewiesen 
werden, so sind mit einem Goldnanopartikel ca. 2100 DNA-Moleküle detektierbar (jeweils 
ohne zusätzliche Signalverstärkung). Auch hier ist zu berücksichtigen, dass die tatsächliche 
Zahl an Molekülen auf der Oberfläche nochmals geringer ist, da immer von einer maximalen 
Bedeckung der Oberfläche mit Fänger-DNA ausgegangen wird. 
Da andere Ansätze zur Detektion von DNA-Hybridisierungsereignissen auf Basis der 
(lokalisierten) Oberflächenplasmonresonanz nicht auf Einzelpartikelebene durchgeführt wur-
den, müssen die Ergebnisse mit Versuchen auf planaren Goldsubstraten bzw. Nanopartikel-
Arrays verglichen werden. Letzterer Ansatz wurde beispielsweise mit Hilfe eines Goldnano-
stäbchen-Arrays in einem kürzlich erschienenen Artikel beschrieben, wobei die Konzentration 
der nachzuweisenden Ziel-DNA bei ca. 100 pmol/l lag [Piliarik 2012]. Ähnlich der SPRS 
wurde dieser Wert für die gesamte Fläche, und nicht für ein einzelnes Nanostäbchen, gemes-
sen. Ein direkter Vergleich auf Einzelpartikelebene wäre hier sinnvoll, um die Sensitivitäten 
der Nanopartikel direkt gegenüberzustellen. Viele in der Literatur beschriebene Ansätze zum 
Nachweis von DNA-Hybridisierungen greifen auf die SPRS als Messmethode zurück. Beson-
ders sensitiv ist das sog. SPR-Imaging und Signalverstärkung durch Goldnanopartikel. 
Dadurch konnten Detektionsgrenzen für die Anbindung von einzelsträngigen Oligonukleoti-
den von 10 pmol/l erreicht werden, wodurch sie um den Faktor 100 unter der nicht-
verstärkten Variante liegen [He 2000]. 
 Auch aus wirtschaftlicher Sicht liegt der Vorteil bei der LSPR-Sensorik. Die Kosten 
allein für das Sensorsubstrat (85 EUR je SPR-Chip; 15 EUR je Glassubstrat mit Nanoparti-
keln) sind für die LSPR-Sensorik deutlich geringer. Gleichzeitig sind die SPR-Substrate we-
niger robust, da kleinste Kratzer im Goldfilm die Funktionalität des Sensorchips beeinträchti-
gen bzw. diesen unbrauchbar machen können. Auch die Gerätekosten sprechen für den Ein-
zelpartikelsensor, da spezielle SPR-Spektrometer bei über 100.000 EUR liegen können. Die 
Preise werden besonders bei Geräten für den Hochdurchsatz erreicht und sind daher für den 
5. Kapitel   Diskussion 
 
96 
„normalen“ Anwender kaum erschwinglich. Hier bietet die LSPR-Sensorik auf Einzelparti-
kelbasis ein großes Potential, da durch die Variation von Form, Größe und Material (bzw. 
Materialzusammensetzung der Nanopartikel viele individuelle Sensoren, die anhand des 
Streuspektrums klar voneinander unterscheidbar sind, eingesetzt werden können. Die Parti-
kelarten können sowohl in Lösung (vor der Immobilisierung auf dem Glassubstrat) als auch 
direkt auf dem Substrat je nach bioanalytischer Fragestellung funktionalisiert werden. Die 
geringe Größe dieses Sensors erlaubt zudem eine Integration in die chipbasierte Detektions-
verfahren. Dadurch könnte vor allem eine starke Parallelisierung durch die gleichzeitige De-
tektion einer großen Zahl von Analyten und der Miniaturisierung des Probenvolumens (bis in 
den Attoliter-Bereich) begünstigt werden [Csaki 2011]. Erste Arbeiten zur simultanen Aus-
wertung der optischen Eigenschaften von Nanopartikeln über die Auswertung der Streuquer-
schnitte von Dunkelfeldbildern [Jahr 2012 accepted] mit Hilfe eines Imaging-Spektrometers 
würden das parallele Auslesen der Einzelpartikelsensoren begünstigen. EBL-strukturierte 
Transducer könnten durch ihre hohen Sensitivitäten und FOMs eine zusätzliche Steigerung 
der Sensorqualität bedeuten, wodurch die Einzelpartikelsensorik andere Arten von Biosenso-
ren klar hinter sich lassen würde. 
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A - Abkürzungsverzeichnis 
A  Adenin 
Abb.  Abbildung 
ABS  Absorption 
AFM  Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscope) 
APTES 3-Aminopropyltriethoxysilan 
Au  Gold 
B  Biotin 
BIA  Biomolekulare Interaktionsanalyse (engl. biomolecular interaction analysis) 
BSA  Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin) 
BSE  Bovine spongiforme Enzephalopathie 
bzw.  beziehungsweise 
C  Cytosin 
CCD  ladungsgekoppeltes Bauteil (engl. charge-coupled device) 
d.h.  das heißt 
ddH2O  doppelt destilliertes Wasser 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid) 
dsDNA doppelsträngige DNA 
DTT  1,4-Dithiothreitol 
EDC  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid 
EHEC Enterohämorrhagisches Escherichia coli 
EXT Extinktion 
FOM Gütefaktor (engl. figure of merit) 
G Guanin 
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (engl. high-performance liquid 
chromatography) 
HRP  Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase) 
IPHT Institut für Photonische Technologien 
ITO Indiumzinnoxid (engl. indium tin oxide) 




LSPR  lokalisierte Oberflächenplasmonresonanz (engl. localized surface plasmon re-
sonance) 
M Molarität (mol/l) 
MCH 6-Mercaptohexanol 
Med. Medium 
MKS  Maul- und Klauenseuche 
MUA Merkaptoundekansäure (engl. mercaptoundecanoic acid) 
NA Numerische Apertur 
NHS N-Hydroxysuccinimide 
NSL Nanokugellithographie (engl. nanosphere lithography) 
PBS Phosphatpuffer (engl. phosphate buffered saline) 
PMMA Polymethylmethacrylat 
QCM Quarzkristall-Mikrowaage (engl. quartz crystal microbalance) 
REM Rasterelektronenmikroskop 
RIU Brechungsindexeinheit (engl. refractive index unit) 
RNA  Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 
SA  Streptavidin 
SAM  Selbstorganisierende Monolage (engl. self-assembled monolayer) 
SDS  Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate) 
SP  Oberflächenplasmon (engl. surface plasmon) 
SPP  Oberflächenplasmonpolariton (engl. surface plasmon polariton) 
SPR  Oberflächenplasmonresonanz (engl. surface plasmon resonance) 
SSC  Natriumzitratpuffer (engl. sodium salt citrat) 
ssDNA einzelsträngige DNA 
STR  Streuung 
T  Thymin 
Tab.  Tabelle 
TCEP  Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin 
TEM  Transmissionselektronenmikroskop 
TIR  Totale interne Reflexion (engl. total internal reflection) 
UV-Vis ultravioletter und sichtbarer Spektralbereich (engl. ultraviolett-visible) 





B - Mie-Theorie für Schalenpartikel  
MatLab-Programm: Interface und graphische Darstellung 
(die Programmierung erfolgte durch Dr. Ondrej Stranik, IPHT Jena) 
 
function varargout = LSPR_CSNP(varargin) 
% LSPR_CSNP M-file for LSPR_CSNP.fig 
%      LSPR_CSNP, by itself, creates a new LSPR_CSNP or raises the existing 
%      singleton*. 
% 
%      H = LSPR_CSNP returns the handle to a new LSPR_CSNP or the handle to 
%      the existing singleton*. 
% 
%      LSPR_CSNP('CALLBACK',hObject,eventData,handles,...) calls the local 
%      function named CALLBACK in LSPR_CSNP.M with the given input arguments. 
% 
%      LSPR_CSNP('Property','Value',...) creates a new LSPR_CSNP or raises the 
%      existing singleton*.  Starting from the left, property value pairs are 
%      applied to the GUI before LSPR_CSNP_OpeningFunction gets called.  An 
%      unrecognized property name or invalid value makes property application 
%      stop.  All inputs are passed to LSPR_CSNP_OpeningFcn via varargin. 
% 
%      *See GUI Options on GUIDE's Tools menu.  Choose "GUI allows only one 
%      instance to run (singleton)". 
% 
% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES 
 
% Edit the above text to modify the response to help LSPR_CSNP 
 
% Last Modified by GUIDE v2.5 04-May-2011 17:50:45 
 
% Begin initialization code - DO NOT EDIT 
gui_Singleton = 1; 
gui_State = struct('gui_Name',       mfilename, ... 
                   'gui_Singleton',  gui_Singleton, ... 
                   'gui_OpeningFcn', @LSPR_CSNP_OpeningFcn, ... 
                   'gui_OutputFcn',  @LSPR_CSNP_OutputFcn, ... 
                   'gui_LayoutFcn',  [] , ... 
                   'gui_Callback',   []); 
if nargin && ischar(varargin[Liehr]) 









    gui_mainfcn(gui_State, varargin[Gebauer]); 
end 
% End initialization code - DO NOT EDIT 
 
% --- Executes just before LSPR_CSNP is made visible. 
function LSPR_CSNP_OpeningFcn(hObject, eventdata, handles, varargin) 
% This function has no output args, see OutputFcn. 
% hObject    handle to figure 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% varargin   command line arguments to LSPR_CSNP (see VARARGIN) 
% Choose default command line output for LSPR_CSNP 
handles.output = hObject; 
for ii=1:10 
    handles.array(ii).a = 0; 
    handles.array(ii).r = 30; 
    handles.array(ii).s = 10; 
    handles.array(ii).nc = 2; 
    handles.array(ii).ncm = 1; 
    handles.array(ii).ns = 3; 
    handles.array(ii).nsm = 1.6; 
    handles.array(ii).ne = 1; 
    handles.array(ii).nem = 1; 
end; 
handles.ew= []; 
handles.ec = []; 
set(handles.file_name,'String',''); 
 
handles.w = 300:900; 
 
% read n,k of Ag,Au 
c= 2.998*10^8; 
h= 4.136*10^-15; 
fid = fopen('1972 Johnson - silver.dat'); 
fgetl(fid);fgetl(fid); 




fid = fopen('1972 Johnson - gold.dat'); 
fgetl(fid);fgetl(fid); 




% end of reading refractive indexes 
 





% Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% UIWAIT makes LSPR_CSNP wait for user response (see UIRESUME) 
% uiwait(handles.figure1); 
 
% --- Outputs from this function are returned to the command line. 
function varargout = LSPR_CSNP_OutputFcn(hObject, eventdata, handles)  
% varargout  cell array for returning output args (see VARARGOUT); 
% hObject    handle to figure 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Get default command line output from handles structure 
varargout[Liehr] = handles.output; 
 
% --- Executes on selection change in spnumber. 
function spnumber_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to spnumber (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: contents = get(hObject,'String') returns spnumber contents as cell array 
%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from spnumber 
 
   ii = get(handles.spnumber,'Value'); 
 
    set(handles.active,'Value',handles.array(ii).a); 
    set(handles.radius,'String',num2str(handles.array(ii).r)); 
    set(handles.shell,'String',num2str(handles.array(ii).s)); 
    set(handles.ncore,'Value',handles.array(ii).nc); 
    set(handles.mncore,'String',num2str(handles.array(ii).ncm)); 
    set(handles.nshell,'Value',handles.array(ii).ns); 
    set(handles.mnshell,'String',num2str(handles.array(ii).nsm)); 
    set(handles.nmedium,'Value',handles.array(ii).ne); 
    set(handles.mnmedium,'String',num2str(handles.array(ii).nem)); 
    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
     
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function spnumber_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to spnumber (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: listbox controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 





    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
% --- Executes on button press in active. 
function active_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to active (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hint: get(hObject,'Value') returns toggle state of active 
 
handles.array(get(handles.spnumber,'Value')).a = get(hObject,'Value'); 
    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
function radius_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to radius (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of radius as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of radius as a double 
 
handles.array(get(handles.spnumber,'Value')).r = str2double(get(hObject,'String')); 
    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function radius_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to radius (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
function shell_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to shell (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of shell as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of shell as a double 
handles.array(get(handles.spnumber,'Value')).s = str2double(get(hObject,'String')); 






% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function shell_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to shell (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
% --- Executes on selection change in ncore. 
function ncore_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to ncore (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: contents = get(hObject,'String') returns ncore contents as cell array 
%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from ncore 
handles.array(get(handles.spnumber,'Value')).nc = get(hObject,'Value'); 
    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function ncore_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to ncore (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
% --- Executes on selection change in nshell. 
function nshell_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to nshell (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: contents = get(hObject,'String') returns nshell contents as cell array 
%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from nshell 




    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function nshell_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to nshell (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
function mncore_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to mncore (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of mncore as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of mncore as a double 
 
handles.array(get(handles.spnumber,'Value')).ncm = str2double(get(hObject,'String')); 
    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function mncore_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to mncore (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
function mnshell_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to mnshell (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of mnshell as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of mnshell as a double 




    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function mnshell_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to mnshell (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
% --- Executes on selection change in nmedium. 
function nmedium_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to nmedium (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: contents = get(hObject,'String') returns nmedium contents as cell array 
%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from nmedium 
handles.array(get(handles.spnumber,'Value')).ne = get(hObject,'Value'); 
    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function nmedium_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to nmedium (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
function mnmedium_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to mnmedium (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of mnmedium as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of mnmedium as a double 




    % Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function mnmedium_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to mnmedium (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
% --- Executes on button press in calculate. 
function calculate_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to calculate (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
%  
Ag = spline(handles.Ag(:,1),handles.Ag(:,2),handles.w)'+ ... 
            i*spline(handles.Ag(:,1),handles.Ag(:,3),handles.w)'; 
Au = spline(handles.Au(:,1),handles.Au(:,2),handles.w)'+ ... 






%    handles.Au(:,1),handles.Au(:,2),'*',handles.Au(:,1),handles.Au(:,3),'*'); 
 
for ii=1:10 
  if handles.array(ii).a == 1 
    ref = handles.w'; 
    switch handles.array(ii).nc 
    case [Liehr] 
        ref = [ref, Ag]; 
    case [Guthold] 
        ref = [ref, Au]; 
        otherwise 
        ref = [ref, handles.array(ii).ncm*ones(length(handles.w),1)]; 
    end 
    switch handles.array(ii).ns 
    case [Liehr] 
        ref = [ref, Ag]; 




        ref = [ref, Au]; 
        otherwise 
        ref = [ref, handles.array(ii).nsm*ones(length(handles.w),1)]; 
    end 
    Nout=0; 
    switch handles.array(ii).ne 
    case [Liehr] 
        Nout = 1; 
    case [Guthold] 
        Nout = 1.33 
        otherwise 
        Nout = handles.array(ii).nem; 
    end 
% get spectra 
    mat = C_coreshell(ref,Nout,handles.array(ii).r,handles.array(ii).s,50); 
    handles.array(ii).c = mat(:,get(handles.values,'Value')+1)*... 
        (pi*(handles.array(ii).r+handles.array(ii).s)^2); 






axis([handles.w(1) handles.w(end) -inf inf]); 
axis manual; 
xlabel('wavelength [nm]'); 







ax1 = gca; 
ax2 = axes('Position',get(ax1,'Position'),... 
           'XAxisLocation','bottom',... 
           'YAxisLocation','right',... 
           'Visible','off'); 
hl2 = line(handles.ew,handles.ec,'Color','k','Marker','*','Parent',ax2); 
axis(ax2,[handles.w(1) handles.w(end) -inf inf]); 
end; 
 
% Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes on selection change in values. 
function values_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to values (see GCBO) 




% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: contents = get(hObject,'String') returns values contents as cell array 
%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from values 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function values_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to values (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
% --- Executes on button press in all. 
function all_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to all (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
jj= get(handles.spnumber,'Value'); 
inc = (str2double(get(handles.pos2,'String'))-str2double(get(handles.pos1,'String')))/(10-jj); 
pos = str2double(get(handles.pos1,'String')); 
 
for ii=jj:10 
    handles.array(ii).a = handles.array(jj).a; 
    handles.array(ii).r = handles.array(jj).r; 
    handles.array(ii).s = handles.array(jj).s; 
    handles.array(ii).nc = handles.array(jj).nc; 
    handles.array(ii).ncm = handles.array(jj).ncm; 
    handles.array(ii).ns = handles.array(jj).ns; 
    handles.array(ii).nsm = handles.array(jj).nsm; 
    handles.array(ii).ne = handles.array(jj).ne; 
    handles.array(ii).nem = handles.array(jj).nem; 
 
switch get(handles.var,'Value') 
    case [Liehr]  
        handles.array(ii).r= pos; 
    case [Guthold]  
        handles.array(ii).s= pos; 
    case {3}  
        handles.array(ii).ncm= pos;handles.array(ii).nc=3; 
    case {4}  
        handles.array(ii).nsm= pos;handles.array(ii).ns=3; 




        handles.array(ii).nem= pos;handles.array(ii).ne=3; 
end; 
pos =pos + inc; 
end; 
 
spnumber_Callback(hObject, eventdata, handles); 
 
% Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
 
% --- Executes on selection change in var. 
function var_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to var (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: contents = get(hObject,'String') returns var contents as cell array 
%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from var 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function var_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to var (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
 
function pos1_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to pos1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of pos1 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of pos1 as a double 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function pos1_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to pos1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 




if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
function pos2_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to pos2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of pos2 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of pos2 as a double 
 
 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function pos2_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to pos2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 
get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
end 
% --- Executes on button press in export_data. 
function export_data_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to export_data (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
[file,path] = uiputfile('results.txt','Save file name'); 
for ii=1:10 
  if handles.array(ii).a == 1 
   fid = fopen([path '/' int2str(ii) file ], 'wt'); 
   fprintf(fid, 'simulated data for\n'); 
      switch handles.array(ii).nc 
    case [Liehr] 
   fprintf(fid, 'Silver core\n'); 
    case [Guthold] 
   fprintf(fid, 'Gold core\n'); 
    otherwise 
   fprintf(fid, 'core refractive index n= %f \n',handles.array(ii).ncm); 
    end 
    switch handles.array(ii).ns 
    case [Liehr] 
   fprintf(fid, 'Silver shell\n'); 
    case [Guthold] 




    otherwise 
   fprintf(fid, 'shell refractive index n= %f \n',handles.array(ii).nsm); 
    end 
    switch handles.array(ii).ne 
    case [Liehr] 
 fprintf(fid, 'embedded medium air\n'); 
    case [Guthold] 
 fprintf(fid, 'embedded medium water\n'); 
        otherwise 
 fprintf(fid, 'embedded medium n = %f \n', handles.nem); 
    end 
 fprintf(fid, 'radius core r= %f nm \n', handles.array(ii).r); 
 fprintf(fid, 'shell thickness s= %f nm \n', handles.array(ii).s); 
switch handles.values 
    case [Liehr] 
fprintf(fid, 'Cext \n'); 
    case [Guthold] 
fprintf(fid, 'Csca \n'); 
    otherwise 
fprintf(fid, 'Cabs \n'); 
end 




% --- Executes on button press in import. 
function import_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to import (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
 
[FileName,PathName] = uigetfile('*.*','Select experimental data'); 
 
fid = fopen([PathName '/' FileName], 'r'); 
if isequal(FileName,0) 
   handles.ew= []; 
   handles.ec = []; 
   set(handles.file_name,'String',''); 
else 
a = fscanf(fid, '%g %g', [2 inf]); 
handles.ew= a(1,:)'; 











C - Dielektrische Funktion von Gold  
Für Berechnungen von Anhang B: 
 
Energy (eV)    n     k 
1.02   0.35  8.145 
1.14   0.27  7.150 
1.26   0.22  6.350 
1.39   0.17  5.663 
1.51   0.16  5.083 
1.64   0.14  4.542 
1.76   0.13  4.103 
1.88   0.14  3.697 
2.01   0.21  3.272 
2.13   0.29  2.863 
2.26   0.43  2.455 
2.38   0.62  2.081 
2.50   1.04  1.833 
2.63   1.31  1.849 
2.75   1.38  1.914 
2.88   1.45  1.948 
3.00   1.46  1.958 
3.12   1.47  1.952 
3.25   1.46  1.933 
3.37   1.48  1.895 
3.50   1.50  1.866 
3.62   1.48  1.871 
3.74   1.48  1.883 
3.87   1.54  1.898 
3.99   1.53  1.893 
4.12   1.53  1.889 
4.24   1.49  1.878 
4.36   1.47  1.869 
4.49   1.43  1.847 
4.61   1.38  1.803 
4.74   1.35  1.749 
4.86   1.33  1.688 
4.98   1.33  1.631 






D - Chemikalienliste 
 
Name Reinheitsgrad Bezugsquelle 
1,4-Dithiothreitol für Molekularbiologie, zur Analyse Roth 
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) 
Carbodiimid ≥ 99% (AT) Sigma 
6-Mercaptohexanol reinst., > 97% Merck 
11-Mercaptoundekansäure 5 mM in Ethanol Sigma 
2-Propanol zur Synthese Merck 
3-Aminopropyltriethoxysilan reinst., ~ 96% Sigma 
Aceton zur Analyse Merck 
Ammoniak 25% zur Analyse Sigma 
Essigsäure 100% (Eisessig), reinst. Sigma 
Ethanol reinst., 96% Roth 
Glycerin zur Analyse Merck 
Kaliumdihydrogenphosphat ≥ 99% Roth 
N-Hydroxysuccinimid zur Synthese Merck 
Natriumdodecylsulfat ~ 96% Merck 
Rotisol Ethanol wasserfrei 94%, Aceton 5%, Methylethylketon 1% (v/v) Roth 
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin reinst., ≥ 98% Sigma 
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